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Der Einflu6 der Reaktion auf die Zerstérung des Ptyalins. 


Von 
Richard Ege. 
Aus dem biochemischen Institut der Universitat Kopenhagen.) 


(Eingegangen am 16. November 1931.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Aus friiheren Untersuchungen iiber den EinfluB der Reaktion auf 
die Destruktionsverhaltnisse des Ptyalins (bzw. von Diastasen ani- 
malischen Ursprungs) geht hervor, daB das Stabilitatsoptimum dieser 
Diastasen mit deren Reaktionsoptimum ziemlich genau zusammen- 
fallt, indem die beiden genannten Optima dem Neutralpunkt sehr 
nahe liegen?. 

Die vorliegende Arbeit unterscheidet sich von friiheren Unter- 
suchungen u.a. dadurch, daB die Untersuchungen iiber die Wider- 
standsfahigkeit der Diastase hier innerhalb eines wesentlich gréBeren 
Intervalls als bei friheren Untersuchungen durchgefiihrt worden ist, 
und zwar von den duBersten sauren bis zu den stark basischen Reak- 
tionen. Neben dem rein theoretischen Interesse, welches die unter- 
suchten Destruktionskurven der Enzymchemie bieten mégen, ist eine 
Untersuchung hinsichtlich des Einflusses der Reaktion auf die Wider- 
standsfahigkeit des Ptyalins von Wichtigkeit fiir die Frage: Welche 
Aussicht hat das Ptyalin, den Aufenthalt im Ventrikel iiberdauern zu 
kénnen? AuBerdem ware es méglich, daB sich durch eine detaillierte 
Feststellung der Destruktionsverhaltnisse der Speichel-, Bauchspeichel- 
und Leberdiastasen Verschiedenheiten dieser drei Enzyme nachweisen 
lieBen, die eine Identifizierung, eventuell eine ,,Isolierung‘ des einzelnen 
Enzyms, insbesondere im Harn erméglichen kénnten, was von klinischem 
Interesse sein wiirde. 

Das letztgenannte Problem, welches die Hauptveranlassung der 
Wiederaufnahme der Untersuchung iiber die Widerstandsfahigkeit der 


1 Literatur C. Oppenheimer, Die Fermente, 5. Aufl., 1, 
Biochemische Zeitschrift Band 244. 
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animalischen Diastasen bildete, ist wieder in den Hintergrund getreten, 
indem sich nach kurzer Zeit aus den Versuchen herausstellte, daB, wenn- 
gleich etwa die Widerstandsfahigkeit der genannten Diastasen eine 
verschiedene ware (was iibrigens nach den jetzt vorliegenden Unter- 
suchungen als ziemlich zweifelhaft zu betrachten ist), die Wider- 
standsfahigkeit des betreffenden Enzyms von einer Reihe zum Teil 
unbekannter Faktoren, so u. a. vom Verdiinnungsgrade kompliziert 
wird — selbst bei Bewahrung konstanter Reaktion und Cl-Konzen- 
tration (vgl. Ege und Oklitz!) —, weiter aber auch von einer Reihe 
anderer Faktoren, u. a. der Art der Pufferlésung, so daB es groBem 
Zweifel unterliegen diirfte, ob sich die Harndiastase durch Bestimmung 
ihrer Widerstandsfahigkeit als Speichel-, Bauchspeichel- bzw. Leber- 
diastase identifizieren lieBe. 

Uber die fortgefiihrten Untersuchungen der Beeinflussung der 
Widerstandsfaihigkeit durch Reaktion und Temperatur wurde in der 
nordischen Naturforscherversammlung 1929 in Kopenhagen? berichtet. 
Im Jahre 1930 wurde von Nérby® eine u. a. die Widerstandsfaihigkeit 
der Harnamylase unfassende interessante Untersuchung ver6ffentlicht. 


Methodik. 


Die Destruktionsgeschwindigkeit wird durch Untersuchung der 
Ptyalinaktivitat der Proben nach verschieden langem Stehenlassen 
bestimmt. Die Ptyalinaktivitaét wird durch Bestimmung derjenigen 
Zeit gemessen, welche beansprucht wird, um Starke derart zu spalten, 
daB sie mit Jod bestimmte Farbungen (am besten eine besondere gelb- 
braunliche Farbung) gibt. Als Starkelésung wird 20 ccm einer 1°/)9igen 
Starkelésung benutzt, die mit Bezug auf NaCl 1% ig und deren 
Reaktion 10-6 ist. 1 Liter Lésung enthalt 200 cem primares, 200 ccm 
sekundires Phosphat (Sédrensen). 

Dieser Lésung wird eine angemessene Menge der Probe, deren 
Diastaseaktivitat bestimmt werden soll, zugesetzt und dann nach 
verschiedener Zeit Teilproben von 2ccm entnommen, die mit 2 ccm 
einer n/200) Jodlésung versetzt werden, um den Spaltungsgrad der 
Starke zu kontrollieren. 

Die Bestimmung wird bei 20° vorgenommen. Falls der richtige 
Spaltungsgrad alsdann direkt nicht erreicht ist, soll man die Probe 
langere Zeit stehenlassen und nach wiederholten Probeentnahmen, die 
fiir das Entstehen der richtigen Farbung beanspruchte Zeit ermitteln. 


1 Diese Zeitschr. 219, 422, 1930. 


2 R. Ege, Verhandlungen der 18. skandinavischen Naturforscher- 


versammlung Kopenhagen 1929 (danisch). 
3G. Nérby, Uber die Bestimmung und Haltbarkeit der Harnanalyse. 
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Fiir diese Untersuchungen ist die Beobachtung der erreichten Farben. 
stufen maBgebend. 7 B. weiB man, daB die Probe nach Erscheinen 
einer rétlichen Farbung noch die zweifache Zeit stehen muB, um die 
Farbung (d. h. also den Spaltungsgrad) zy erreichen, welche den Ab- 
schluB des Versuches bildet. Es ist sogar nicht nétig, den Zeitpunkt 
fiir die Erreichung der erwunschten Farbung direkt zu konstatieren, 
Mittels einer auf empirischem Wege aufgestellten kiinstlichen Farben. 
skala laBt sich namlich berechnen, wie lange Zeit Farbungen von rot- 
violett bis gelbbraun aufweisende Proben hatten stehen miussen, um 
die erwiinschte Farbung und damit den erwiinschten Spaltungsgrad 
zu erreichen. Die kiinstliche Farbenskala ist dureh Nachahmung der- 
jenigen Farbungen zusammengestellt, welche nach dem Jodzusatz ent- 
stehen, wenn ein bestimmtes Diastasepriiparat eine gewisse Zeit lang 
auf die Starke eingewirkt hat, und hat sich wahrend der betreffenden 
Versuche als sehr zweckmaBig erwiesen. 

Die Jod-Starkefarbung ist bekanntlich von dem Mengenverhailt nis 
zwischen Starke und Jod abhangig. Falls die Starkeprobe erwarmt 
gewesen ist, muB beachtet werden, daB die Jod-Stirkemischung vor 
der Ablesung auf Zimmertemperatur zuruickgebracht wird. 

Die Destruktionsgeschwindigkeit wird in den verschiedenen Ver- 
suchen durch die Destruktionskonstante ausgedriickt. Mit Ausnahme 
verschiedener im Nachstehenden zur Besprechung gelangenden Ver. 
haltnisse entspricht der Verlauf der Diastasedestruktion sehr genau 
einem monomolekularen Proze8. Falls deshalb sowohl die initiale 
Diastaseaktivitat als die Aktivitat einer eine beliebige (jedoch recht 
variable) Zeit stehengelassenen Probe bekannt sind, laGt sich die 
Destruktionskonstante ermitteln. Dieselbe ist hier wie in friiheren 
Arbeiten pro Stunde berechnet. 

In den meisten Fillen begniigt man sich indessen nicht mit der 
Berechnung der Destruktion nach einer gewissen Zeit. sondern verfolgt 
den ganzen Verlauf der Destruktionsgeschwindigkeit. Die Destruktions- 
konstante laBt sich zuverlassiger aus der aufgezeichneten Destruktions- 
kurve berechnen, indem sich Fehler in der einzelnen Aktivitatsbestim- 
mung dann ausgleichen. Falls nur eine einzelne Bestimmung zur Ver- 
fiigung steht, muB diese zwischen 1 3° und ?/,°/ iger Destruktion liegen. 

Die Bestimmung der Ptyalindestruktion wird, wie erwahnt. durch 
eine Reihe von Umstanden kompliziert, welche eine Versuchsreihe iiber 
die Widerstandsfahigkeits des Ptyalins unmoglich gemacht hat. Die 
Widerstandsfihigkeit ist selbst bei ganz gleicher Reaktion, Temperatur, 
Cl-Konzentration usW., von der Ptyalinkonzentration. mit welcher 
gearbeitet wird, sehr abhangig (Ege und Oklitz, Die Haltharkeit des 
Ptyalins in verschiedenen Verdiinnungen), 


17 * 
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Da nun in einigen der Versuche 0,5cem, in anderen 1,0 cem 
Speichel pro 20 ccm zurVerwendung kam, lassen sich diese Versuche somit 
nicht vergleichen; ebenfalls findet man verschiedene Haltbarkeit, wenn 
die Bestimmungen mit zu verschiedenen Zeiten produzierten Speichel- 
proben ausgefiihrt werden, was vielleicht mit Variationen des Gehalts 
an einem hypothetischen komplexen Stabilisator in Zusammenhang 
steht. Aber selbst bei Verwendung der gleichen Menge Speichel des- 
selben Individuums brauchen mit zwei verschiedenen Speichelproben 
desselben Individuums vorgenommene Versuche nicht absolut die 
gleiche Menge des komplexen Stabilisators zu enthalten. Vollkommen 
vergleichbar bleiben nur die mit derselben Speichelprobe und zweck- 
maiBig innerhalb derselben Zeit vorgenommenen Versuche, indem 
gewisse Erscheinungen darauf hindeuten, daB die Widerstandsfahigkeit 
des Ptyalins einer Speichelprobe durch Stehenbleiben sich verandern 
kann. 

Eine Untersuchung der Destruktionskonstante (k) des aus ver- 
schiedenen Individuen herriihrenden Ptyalins hat in diesem Zusammen- 
hang Interesse. Eine derartige Untersuchung wurde mit Phosphat 
bei pu 6,8 nebst 1° NaCl und mit 0,5 ccm Speichel pro 21,5 ccm bei 
Temperatur 55,2° vorgenommen. 





Relative Ptyalin- | Aktivitét in will- 
aktivitit in der kiirlichen Ein- 
Nr. k benutzten heiten fiir unver- 
Speichel- diinnten Speichel 
verdiinnung berechnet 
1 Speichel von M.F. .. . O17 100** 180 
2 * » #0. ... | 0,16—0,17* 267 470 
3 ae 0,25 104 180 
4 ‘ « a. 
Temperatur 55,05° . . 0,11 95 172 
5 (Neue Probe) von R. E. . 0,11 95 172 
6 Dieselbe Probe wie 1 nach 
48 stiindigem Stehen- 
lassen bei 0° ‘ 0,09 90 160 


* Zwei nebeneinander laufende Bestimmungen mit derselben Speichelprobe. 
** Die Aktivitat in diesem Versuch ist willkiirlich gleich 100 gesetzt. 


Die Ptyalinaktivitaét erwies sich in den Versuchen 1 und 8 als die 
gleiche, wahrend sie im Versuch 2 ungefahr zwei- bis dreimal so groB war 
als in den iibrigen Fallen. 

Die praktische Konsequenz dieser Versuche ist diejenige, daB sich 
selbst bei gleicher Temperatur, Reaktion und Cl-Konzentration — mit 
dem Speichel verschiedener Individuen vorgenommene Versuche nicht 


vergleichen lassen. 
Selbst wenn man ein und dieselbe Speichelkonzentration und 
Speichel von ein und demselben Individuum benutzt, findet man jedoch 
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recht groBe Haltbarkeitsvariationen des Ptyalins, wenn die Unter- 
suchungen mit zu verschiedenen Zeiten produzierten Proben vor- 
genommen werden. Der Gehalt der Probe an dem komplexen Stabili- 
sator, der fiir die Haltbarkeit entscheidend ist, muB offenbar selbst 
bei ein und demselben Individuum sehr betrachtlich schwanken 
kénnen. 

Im Speichel desselben Individuums vorgenommene Versuche lassen 
sich nicht direkt vergleichen, falls der Speichel zu verschiedenen Zeiten 
produziert ist. 

Diese Bestimmungen wurden nun ungefahr ein halbes Jahr spater 
bei gleicher Temperatur, Phosphat- und NaCl-Konzentration, aber mit 
der zweifachen Speichelkonzentration (1 ccm pro 22 ccm) wiederholt: 





Gehalt der Speichel- 


; vitut in der be- saltkuitehen ovens hoes e 
sa , Speichel- | unverdimnten |... | oreanische) °/ 
verdiinnung Speichel ; oubelane 
7} BE. |, 0,23 133 126 0,13 0,16 17 
8 H.D. 0,38 222 210 0,21 0,33 14 
9] J.M. || 0,52 334 315 0,13 0,32 22 
10 | ELE. 0,33 122 115 
11 | BE. 0,45 103 Y8 
12 | FH. 0,37 666 630 
13 | F. HH. 0,23 128 128 


Wie aus den Tabellen ersichtlich, ist die individuelle Variation 
der Widerstandsfahigkeit des Ptyalinpraparats recht bedeutend und 
erreicht Schwankungen von 200 bis 300°, was recht erstaunlich ist. 
Die Widerstandsfahigkeit erscheint zu diesem Zeitpunkt erheblich 
schwacher. 

DaB die Ptyalinaktivitat des Speichels schwankend ist, ist nicht so 
bemerkenswert, viel mehr auffallend sind die vorgefundenen groBen 
Schwankungen der Widerstandsfahigkeit. Die letzte Untersuchungs- 
reihe kénnte etwa das Bestehen einer gewissen Relation zwischen der 
Ptyalinaktivitaét des Speichels und der Widerstandsfaihigkeit des 
Ptyalins vermuten lassen, und zwar derart, daB sehr aktive Speichel- 
proben wenig widerstandsfihig sein sollten. Irgendwelche allgemein- 
giiltige Regeln lassen sich indessen, wie uns z. B. der Versuch 2 lehrt, 
hier nicht aufstellen. 


Ks ist natiirlich von Bedeutung, den Reinheitsgrad des benutzten 
Diastasepraparats zu kennen. Diese Frage ist insofern von besonderem 
Interesse, weil die Haltbarkeitsverhaltnisse des Ptyalins sich als auBer- 
ordentlich kompliziert erwiesen haben, wie aus der vorliegenden, aus 
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der vorherigen Abhandlung und aus einer Reihe noch nicht veréffent- 
lichter Beobachtungen hervorgeht. 

Zu diesem Zweck wurden Aktivitiétsbestimmungen nach Euler 
und Svanberg! vorgenommen. 


: k.g. Maltose 
S,= = . 

g Praparat 
Die Aktivitatsbestimmungen wurden mit einer 1°, igen Starkelésung 
ausgefiihrt, die NaCl in einer Konzentration von 1° enthalt und auf 
pu = 6,8 gepuffert ist. Temperatur 37,4°. 


20 ccm dieser Lésung werden 0,02 ccm Speichel zugesetzt. Proben 
von je 0,5cem werden herausgenommen und der Maltosegehalt nach 
einer modifizierten Hagedorn-Normann-Jensen-Methode (siehe Nérby, 
l.c.) bestimmt. 


Nach 74 Minuten sind 1,5 mg Maltose gebildet worden. Die maxi- 
male Maltosemenge ist 3,75 mg. Die Reaktionskonstante pro Minute 
ist 0,0065. 


In der hier benutzten Probe ist 0,5 mg Speichel. Die Speichelprobe 
enthalt 0,39 °, Trockensubstanz und 0,20 °, organische Trockensubstanz. 
Wenn man die Aktivitat lediglich auf die organische Trockensubstanz 
bezieht, ergibt sich die Wirkungsfahigkeit des Speichelpraparats gleich 
Sy = 24. 


Der ungereinigte Speichel ist somit ein sehr aktives und reines 
Diastasepraparat. 


Nach der hier benutzten Farbenmethode, nach welcher die Aktivitat 
in willkiirlich gewahlten Einheiten ausgedriickt wird, ergibt sich die 
Aktivitat der betreffenden Speichelprobe zu 220 pro Kubikzentimeter 
Speichel. 

Wiinscht man das Optimum fiir die Widerstandsfahigkeit zu 
bestimmen, ist — bei einer NaCl- bzw. einer Speichelkonzentration 
wie die hier angefiihrte — fiir die Ausfiihrung des Versuchs eine 
ziemlich hohe Temperatur erforderlich. Die Widerstandsfahigkeit des 
Ptyalins ist namlich selbst bei 50° so stark, daB eine nachweisbare 
reaktionsbedingte Destruktion bei der fiir die Widerstandsfahigkeit 
optimalen Reaktion (px = 6,5) mehrere Wochen beanspruchen wird. 

Da die fiir den Versuch benutzten Speichelproben nicht steril 
gewesen sind, wird bei sich tiber eine derartige Zeit erstreckenden 
Versuchen eine von bakterieller Wirksamkeit bedingte Destruktion 


1 Zeitschr. f. physiol. Chem. 112, 193, 1921. 
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stattfinden, was der Bestimmung der Reaktionsempfindlichkeit des 
Ptyalins Schwierigkeiten bereiten mag. 

Andererseits 1aBt sich die Bestimmung bei den hohen Temperaturen 
mit einigermaBen zuverlissiger Sicherheit nicht bei einer saureren 
Reaktion als pq = ungefahr 4 durchfiihren, 


Mi ~ } 
weil die Destruktionsgeschwindigkeit sonst / 
zu groB ist, um sich mit nennenswerter %| 
Sicherheit bestimmen zu lassen. 

ri 


Die Untersuchung der Widerstands- | 
fahigkeit des Ptyalins bei den sauren 10} | 
Reaktionen muB deshalb bei niedrigeren 
Temperaturen stattfinden. 


dauer durch besondere Versuchsanordnung 
auf wenige Sekunden herabgesetzt worden; 
die betreffenden Bestimmungen sind in- Jo 
dessen héchst unzuverlassig, vorerst wegen 


. 
PS 
. 2 , . . y S iy : { 
In einigen Versuchen ist die Versuchs- “© 
© 
S 
s 


der mit der Bemessung der Versuchsdauer | 
verknipften groBen Fehlerméglichkeit. P| = 2 ee 
_ . ; a 
Wie aus der Tabelle und Kurve ersicht- | — | 
lich, liegt das Optimum fiir die Widerstands- : ails ee 
fahigkeit des Ptyalins bei py 6,5. Abb. 1. 


6 — . a 





yh | | Citra? 
Sorat 
Phosphat 
- Phospha? 














Abb. 2. 


Mit Bezug auf die Destruktionskurve diirfte gelten, daB dieselbe 
innerhalb der Versuchsfehler, bei den fiir die betreffenden Versuche in 
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Tabelle I. WHaltbarkeit des Ptyalin: 

Pu ' log k Haltbarkeit log k Haltbar, 
3,2 Citrat (1800) (3,3) (0,001) 

3, 

3,5 * 260 2,4 0,01 

3,8 ‘ 44 1,64 0,06 

4,0 

4,1 13 1,1 0,2 

4,4 ‘ 3,8 0,57 0,7 

4,5 ” 

4,6 - 

4,7 " 1,7 0,23 1,5 

5,0 r 0,8 - 0,1 3 1,2 0,08 6 
5,0 Phosphat 0,4 0,4 6 

5,3 A 0,16 = 0,8 16 Lf 0,04 6 
5,4 

5,6 e 0,07 1,18 36 0,4 = 0,4 18 
5,8 m 

5,9 * 0,05 7 is 50 0,14 0,85 50 
6,2 - 0,027 = 1,56 93 0,08 oe 87 
6,5 m 0,025 +160 100 0,07 +s 100 
6,64 | . 0,07 +13 100 
6,8 { 0,085 + 1,46 71 008 +11 87 
7,0 . 0,08 Tit 87 
7,1 - 0,062 + 1,2 40 

7,2 0,10 at 70 
7,4 * 0,065 + 1,18 38 0,14 > 0,85 50 
7,7 ‘ 0,23 > 0,64 30) 
8,0 i. 0,16 = 0,8 16 0,35 + 0,46 20) 
8,2 ” 

8,3 . 

8,3 Borat 

8,5 ‘i 1.2 0,08 
9,0 m 6,7 0,8 

9,17 - 0,58 —+9,28 4 

(9,7) ” 

10,0 & 25 1,4 () 
Temperatur . 50° 53,2° 
Speichelkonz. 4,8 °,, 1,8 °,, 
NaCl-Konz. 0,9 °, 0,9 °, 








54,39 
18% 
0,9 
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verschiedener Wasserstoffionenkonzentration. 


25) 





Relative , se Relative Relative 
laltbarkeit k log k Haltbarkeit k log k Haltbarkeit 
(470) (2,7) (1,6) 
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Frage kommenden Temperaturen von ungefahr 50 bis 65° in gleicher 
Weise verlauft. Mit Bezug auf die Optimumreaktion selbst entsprechen 
meine Versuche friiheren Ergebnissen. 

Norbys Kurven scheinen zwischen 6 und 7 eine Optimumszone 
aufzuweisen; im Gegensatz hierzu weisen meine Versuche ein sehr 
beschranktes Optimumsgebiet, 6,4 bis 6,6 auf, ebenso wie die Abnahme 
der Widerstandsfahigkeit nach meinen Versuchen schroffer scheint als 
nach friiheren Versuchen. 

Die Abnahme scheint nach der sauren Seite hin am schroffsten. 

Bei py 3,2 ist die Widerstandsfahigkeit 10°mal so schwach wie 
bei pu 6,5. 

Wahrend die Ptyalindestruktion bei neutraler Reaktion ziemlich 
genau nach dem Typus einer monomolekularen Reaktion verlauft, ist 
der Verlauf der Destruktion bei stark saurer Reaktion ein anderer. 

Bei pu 3 oder 3,5 ist die unter Voraussetzung einer monomole- 
kularen Reaktion berechnete Destruktionskonstante stets abnehmend. 

Die in Tabelle I] angegebenen Werte fiir k sind daher von der 
Dauer der Destruktionszeit sehr abhangig und mit den Destruktions- 
konstanten bei anderer pq nicht direkt vergleichbar. 

Als Beispiele sind die untenstehenden Werte fiir * in Relation 
zur Ptyalinaktivitat angefiihrt. 


Temperatur 39,6°. 








Aktivitat k Aktivitit k 
ae a 14 —2 415 j, 14 —64 17 
PH * 2 -06 155 Pu34- - | 6,4 — 3,6 14 
3,6 — 0,3 12 
l | 14 —62 99 (| 14 —7,7 13 
Pu 3,2 - 6,2 — 3,1 75 Pu 3,8 - 7,1—48 1,2 
31—04 19 | 4'8—o2 14 


Wie ersichtlich, ist die Geschwindigkeit der Ptyalindestruktion 
bei Reaktionen von ungefahr 10~* und 40°C sehr groB. Halbe De- 
struktion wird im Laufe von 20 Sekunden eintreten. 

Es ist somit nicht sehr wahrscheinlich, daB Ptyalin, selbst nur 
in winziger Menge, durch den Magen passieren kann. 

Wenn das Gegenteil jedoch von Zeit zu Zeit behauptet wird, 
steht es vielleicht damit in Verbindung, daB die ungeheuer grobe 
Destruktionsgeschwindigkeit lediglich fiir die initiale Destruktion 
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gilt, wahrend ein ganz winziger Rest von Ptyalin eine wesentlich 
groBere Haltbarkeit besitzt. 

Das hier erwahnte Verhaltnis hat jedoch keine praktische Be- 
deutung. 

Ubrigens sei hervorgehoben, daB diese Versuche lediglich die 
Widerstandsfahigkeit der Amylase betreffen, indem die Destruktion 
des Enzyms durch Untersuchungen iiber die mittels Jod-Starkereaktion 
gefundene amylolytische Wirkung des Praparats bestimmt wurde. 
Norby hat in seinen Untersuchungen die erzeugte Maltosemenge be- 
stimmt. Von der dualistischen Auffassung der Diastase ausgehend 
— d.h. daB es ein Enzym gibt, welches wihrend der Aufhebung der 
Aggregationen die Starke spaltet (Amylase), wahrend ein anderes 
Enzym wiederum die durch die Einwirkung des ersteren Enzyms ge- 
bildeten Zersetzungsprodukte in Maltose umwandelt — werden die 
vorliegenden Versuche auf die Amylase allein Bezug haben, wahrend die 
sich aus Nérbys Untersuchungen herausstellenden Ergebnisse vom 
Verhalten sowohl des einen als des anderen dieser Enzyme abhangig 
sein diirften. 

Eine Reaktionsverschiebung um 0,2 pyg-Einheiten wird in dem 
Logarithmus fiir k folgende Verschiebungen herbeifiihren. 

Wie aus der Tabelle II ersichtlich, verursacht ein und dieselbe 
Reaktionsverschiebung (d. h. die gleiche py-Variation oder die gleiche 
prozentweise Anderung von Cx) eine um soviel gréBere Schwankung 
der Destruktionsgeschwindigkeit, je weiter wir uns von der optimalen 
Zone der Widerstandsfaihigkeit entfernen. So wird bei der Temperatur 
50° eine Verdoppelung von Cy eine Steigerung der Destruktions- 
geschwindigkeit um das 1,3fache herbeifiihren, falls wir uns in der 
Gegend von 6,5 befinden, wahrend sich bei einer Reaktion in der 
Gegend von pr = 5 die der betreffenden Reaktionsverschiebung 
entsprechende Destruktionsgeschwindigkeit um das zweifache steigert, 
bei ungefahr 4 vierfach, bei 3,0 achtfach. 





log R. 
PH 30° 40° 50° 608 
3,0 0,75 0,6 
3.5 0.6 0,45 0,42 
4,0 0,44 0,40 0,23 0,16 
45 0,35 0,23 0,16 
5.0 0,15 0,20 0,15 
5.5 013 
6,0 0,15 
6,2 0,14 
6,5 0,13 
6,8 0,10 
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Aus der Tabelle geht itibrigens hervor, daB, je niedriger die 
Temperatur und je widerstandsfahiger das Ptyalin, um so viel gréBer 
dessen Reaktionsempfindlichkeit ist. Bei hoher Temperatur, wo die 
Widerstandsfahigkeit des Ptyalins gering ist, wird seine Reaktions- 
empfindlichkeit kleiner sein, und insbesondere scheint hier die starke 
Steigerung der Reaktionsempfindlichkeit bei Reaktionsverschiebungen 
nach der sauren Seite hin zu unterbleiben. 

Nérby hebt hervor, daB seine Kurven iiber die Inaktivierung der 
Amylase bei wechselnden Reaktionen der Dissoziationsrestkurve eines 
Ampholyten ahneln, was nach seiner Auffassung darauf hindeutet, daB 
das starkespaltende Vermégen einem oder mehreren Ampholyten 
eigen ist, die undissoziiert ziemlich stabil sind, wahrend die Ampho- 
lyten im dissoziierten Stande leicht inaktivieren. Dies mag zutreffend 
sein, darf aber nicht als einfache Relation zwischen der Destruktions- 
geschwindigkeit und dem Dissoziationszustand der Amylase gedeutet 
werden. 

Bei Vergleichungen dieser Art muB man die Dissoziationsrestkurve 
mit den Schwankungen der Destruktionsgeschwindigkeiten bei der 
betreffenden Reaktion und nicht mit einer zufalligen Destruktionskurve 
vergleichen; wenn letztere sowohl bei py 3,2 und 3,6 totale Destruktion 
aufweist, laBt sich aus derselben nicht nachweisen, ob sich die De- 
struktionsgeschwindigkeit bei diesen Reaktionen auf einen konstanten 
Maximalwert gesteigert hat, wie zu erwarten ware, falls die Instabilitat 
ausschlieBlich von dem Dissoziationszustand des Stoffes bedingt sein 
sollte. Eine mehr detaillierte Priifung zeigt nun, daB sich die De- 
struktionsgeschwindigkeit nicht auf einen konstanten Maximalwert 
erhéht; wir finden indessen, daB selbst bei den mit iiberaus groBer 
Destruktionsgeschwindigkeit verkniipften Reaktionen eine weitere 
Reaktionsverschiebung nach der sauren Seite hin nicht allein eine 
Steigerung der Destruktionsgeschwindigkeit, sondern auch eine immer 
mehr zunehmende Geschwindigkeit dieser Steigerung herbeifiihren wird. 
Selbstverstindlich schlieBt diese Erscheinung nicht aus, daB der 
Dissoziationszustand des Enzyms fiir seine Widerstandsfahigkeit von 
groBer Bedeutung sein mag. 


Zusammenfassung. 


Eine Bestimmung der Widerstandsfahigkeit der Speicheldiastase 
ergibt fiir Speichelproben ohne besondere Reinigung verschiedener 
Individuen eine verschiedene Widerstandsfahigkeit, selbst falls Speichel- 
konzentration, Reaktion, Phosphatkonzentration sowie Natriumchlorid- 
konzentration in simtlichen Proben die gleiche ist. 

Das Reaktionsoptimum fiir das Ptyalin liegt bei px 6,5. Bei 
5,9 und 7,4 hat die Widerstandsfahigkeit auf ungefahr die Halfte ab- 
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genommen. Bei einer weiteren Reaktionsverschiebung nimmt die 
Widerstandsfahigkeit ab. Bei Reaktionsverschiebungen gleicher GréBe 
wird die Abnahme der Widerstandsfahigkeit um so mehr ausgesprochen, 
je weiter wir uns vom Optimum entfernen. Diese Gestalt der Wider- 
standsfahigkeitskurve laBt sich deshalb nicht mit dem einfachen Verweis 
darauf erklaren, daB das Ptyalin ein Ampholyt mit isoelektrischem 
Punkte von ungefaihr 6,5 ist, dessen undissoziiertes Molekiil relativ 
stabil ist, wahrend das Ptyalinion, sowohl das negative als das 
positive, sehr labil ist. 

Bei stark saurer Reaktion (py niedriger als ungefaihr 3,2) verlauft 
die Ptyalindestruktion nicht nach der Gleichung eines monomole- 
kularen Prozesses, was hingegen bei sonstigen Reaktionen sehr an- 
nahernd der Fall ist. 











Die Wirkungsweise des Calciums. 










V. Mitteilung: 
Das autonome Gleichgewicht im Rinderorganismus in Beziehung zu der 
Zusammensetzung des Blutserums bei experimenteller und pathologischer 
Hypokalzimie. Ein Beitrag zur Kenntnis der Giftwirkung yon Oxalsiure- 
und Citronensiuresalzen nach intravenéser Einspritzung. 












Von 


L. Seekles, B. Sjollema und F.C. van der Kaay. 







(Aus dem Laboratorium fiir medizinische Veterinaérchemie und der Klinik 
fiir tierérztliche Obstetrie und Gynakologie der Reichsuniversitaét Utrecht.) 







(Eingegangen am 15. November 1931.) 





Im vorigen Jahre machten wir in dieser Zeitschrift Mitteilungen 
iiber die minerale Zusammensetzung des Blutserums und des Serum- 
ultrafiltrats bei der Gebarparese, einem Zustande von gestértem 
Das regelmaBige 






mineralen Regulierungsmechanismus des Rindes?. 
Vorkommen einer Erniedrigung der Serumcalciumwerte bei dieser 
Krankheit veranlaBte uns zur Untersuchung des Einflusses einer intra- 
vendsen Injektion von calciumbindenden Salzen, und zwar von Natrium- 
oxalat und Natriumcitrat. Es hat sich dabei gezeigt, daB es zwischen 
der Gebarparese und dem Zustande experimenteller Hypokalzamie 
zwar eine gewisse Ahnlichkeit, aber keine Identitat der Symptome 
gibt. Die klinischen Resultate dieser Untersuchung sind an anderem 
Orte veréffentlicht worden?, hier teilen wir nur die biochemischen 









Ergebnisse mit. 
Methodisches. 


Wir benutzten fiir unsere Versuche Kalber im Alter von 3 bis 5 Tagen 
und mit einem Lebendgewicht von etwa 30 kg, einjahrige Rinder von einem 

























Gewicht von etwa 300kg, ein zweijaihriges Rind (Farse), das etwa vor ( 
1 Monat gekalbt hatte, und einige alte, triichtige Rinder. 7 
' B. Sjollema u. L. Seekles, diese Zeitschr. 229, 358, 1930. 
2 L. Seekles, B. Sjollema u. F.C.vander Kaay, Tijdschr. v. Dier- 
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geneesk. 58, H. 14, 1931. 
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Alle Blutproben wurden der V. jugularis entnommen, in die auch die 
intravenésen Injektionen stattfanden. Im Serum und Ultrafiltrat wurden 
die Ca-, anorganischen P- und manchmal auch die Mg-Werte nach det 
ublichen Methode bestimmt}. 

Die Lésungen, welche bei den jungen Kilbern eingespritzt wurden, 
enthielten 3°, Natriumoxalat. Bei den anderen Tieren wurden immer 
1,34°.,ige Lésungen von Natriumoxalat injiziert. 


Versuchsteil. 
a) Die Anderungen in der mineralen Blutserumzusammensetzung nach der 
intravendsen Einspritzung von Natriumoralat. 

Aus der Tabelle geht hervor, daB die niedrigsten Calciumwerte 
im Blutserum innerhalb einiger Minuten nach der intravendsen Natrium- 
oxalatinjektion auftreten. 

Die Erniedrigung der Calciumwerte ist bei den erwachsenen Tieren 
relativ gréBer als bei den jungen Kalbern, und die Vergiftungssymptome 
sind dementsprechend bei den alteren Tieren starker. Die in dieser 
Hinsicht auftretenden Differenzen kommen klar zutage beim Vergleich 
von Fall Nr. 13, bei welchem eine Menge von 3€,2 mg Natriumoxalat 
pro Kilogramm Lebendgewicht bei einem einjahrigen Rind sehr 
schlimme Symptome ausléste, mit den Fallen 1 bis 4, bei denen einmalige 
Kinspritzungen von 50 bis 60 mg Natriumoxalat pro Kilogramm bei 
jungen Kalbern nur sehr schwache Erscheinungen hervorriefen. 

Falls das Calcium vom Oxalat nach dem stéchiometrischen Gesetz 
gefallt wiirde, wiirden 16,75 mg Natriumoxalat pro Kilogramm geniigen, 
um alles Calcium zu fallen?. 

Diese Annahme trifft indessen nicht zu, denn sogar nach der Ein- 
spritzung der doppelten bis dreifachen Menge zirkuliert immer noch 
eine betrachtliche Menge Calcium im Blut, wie aus den Versuchen 1, 
2, 3, 4, 7 und 12 hervorgeht. In den Fallen 1 und 8, wo einige Minuten 
nach einer zweiten Einspritzung die Tiere starben, war noch nicht 
alles Calcium aus dem Blutserum gefallt. Es wurde in diesen Fallen 
noch 3,47 bzw. 3,34 mg-°% Ca im Serum gefunden. 

DaB die Ursache dieses Nichtausfallens des Calciums bloB als eine 
Verzégerung der Calciumoxalatbildung zu betrachten ist, ist nicht 
wahrscheinlich. Es ergibt sich, daB in den ersten Minuten nach der 
Injektion des Natriumoxalats der Serumcalciumgehalt sehr schnell 
abnimmt. Im Fall 7, nach der Einspritzung von 31,1 mg Natrium- 
oxalat pro Kilogramm, wurden 3 Minuten nach der Injektion 4,1] mg-°, 
Caim Serum gefunden. Der Calciumspiegel zeigt eine gewisse Neigung, 
sich etwa auf dieser Héhe zu halten und langsam wieder zu steigen, 

‘ Diese Zeitschr. 229, 360, 1930. 


2 Es sind pro Kilogramm etwa 50 ccm Blut, welche 5 mg Ca enthalten, 
aquivalent mit 16,75 mg Natriumoxalat. 
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wie aus Versuch 12 hervorgeht, bei welchem ebenfalls 31,1 mg Natrium- 
oxalat pro Kilogramm eingespritzt wurden und der Serumcalciumwert 
5 Minuten nach der Injektion zu 5,4 mg-%, gefunden wurde. Unsere 


Versuche zeigen, daB die Steigerung des Serumcalciumgehaltes, etwa 
durch Herbeischaffung von Calcium aus den Geweben, nur eine sehr 
langsame ist. Es ist kaum denkbar, daB die Geschwindigkeit der 
Calciummobilisation aus den Geweben plétzlich, bei einem bestimmten 


Schwellenwert des Serumcalciums — von etwa 4 mg-% —, sich in 
dem AusmaB erhéhen wiirde, daB sie der Fallungsgeschwindigkeit 
des Calciums durch das Oxalation gleich wurde!. 

Man muB vielmehr annehmen, daB von der Totalmenge des Serum- 
caleiums von 10 mg-%, etwa 3 bis 4mg-%, in einer besonderen Form 
vorliegt, aus der das Calcium mit einer sehr niedrigen Geschwindigkeit 
und nur von einem groBen UberschuB von Natriumozalat gefallt wird. 
Diese Annahme wird gestiitzt durch die Beobachtung, daB im Blut- 
serum und sogar im Ultrafiltrat 24 Stunden und linger nach der Blut- 
entnahme freies Oxalat neben erheblichen Mengen gelésten Calciums 
gefunden wurde (Versuche 1 und 7). 

In einem Falle (Versuch 1) wurde diese Menge freies Oxalat im Ultra- 
filtrat bestimmt durch Fallung mit CaCl, und Titration des Niederschlags 
mit KMnO, in der iiblichen Weise. (Es wurde dabei noch eine Korrektur 
in Betracht gezogen fiir den Niederschlag, der sich bildet bei der Behandlung 
des Ultrafiltrats vom Serum vor der Oxalatinjektion mit CaCl.) Es war 
im Ultrafiltrat des Serums 8 Minuten nach der Oxalatinjektion eine Menge 
von 2,25, 11 bis 14 Minuten nach der Injektion von 0,68 mg Oxalsiéure 
pro 100 cem vorhanden. 


In drei Fallen wurden auch die Calciumwerte im Ultrafiltrat be- 
stimmt (Versuche 1, 11 und 14). 


Versuch 1 zeigte eine Erhéhung des ultrafiltrablen Anteils des Serum- 
calciums. Derselbe stieg von 55°, des Totalealciums vor der Injektion 
von 50mg Natriumoxalat pro Kilogramm bis 72°, 8 Minuten nach der 
Injektion, und zwar waren die absoluten Mengen der Calciumfraktionen : 





Diffusibles Ca an Kolloide 
Ca gebunden 
mg-°/» mg-° |, mg-°!» 


Total-Ca 


Vor der Oxalatinjektion . 12,2 6,7 ,¢ 
8 Min. nach der Oxalat- Freies Oxalat 
ee ee ae : 5,6 . im Ultrafiltrat 


Von Oxalat gefallt . . . 4.4 Ry 3.3 


1 Wie H. W.C. Vines, Endocrinology 11, 290, 1927, bei Kaninchen 
fand, betrigt diese Steigerung nach einer einzelnen Oxalatinjektion pro 
Kilogramm und pro Minute etwa 0,08 mg Ca; nach wiederholter Ein- 
spritzung kleiner Mengen Oxalat kann diese Steigerung pro Kilogramm 
und pro Minute bis 0,125 mg Ca steigen. 
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Kinige Minuten nach einer zweiten Injektion der gleich groBen Oxalat- 
menge war der ultrafiltrable Antei!l des Caleiums 67° 

In Versuch 14 erhéhte sich der ultrafiltrable Anteil des Caleiums von 
53,5°, vor bis 57.5°, nach der Einspritzung von 12,0 mg Natriumoxalat 
pro Kilogramm: 64 Minuten nach der Einspritzung war dieser Anteil 
noch 55,1°,,. 

In Versuch 11 wurde nur das Ultrafiltrat nach der Injektion untersucht. 


Diese Ergebnisse zeigen eine Analogie mit den Beobachtungen von 
D. H. Shelling und H. L. Maslow’, die nach der intravenésen Kin- 
spritzung von Natriumcitratlésung ebenfalls eine Erhéhung des ultra- 
filtrablen Anteiles des Serumcalciums feststellten, und zwar von 45 bis 


% vor der Injektion bis 86 bis 97°, nach der Einspritzung. 


57 

Es ergibt sich, daB das an Kolloide gebundene Calcium relativ 
leichter vom Oxalat gefallt wird als das ultrafiltrable Calcium. Diese 
Tatsache kénnte auch wieder erklart werden aus der Annahme, daB 
im ultrafiltrablen Anteil des Calciums auBer einem ionisierten (leicht 
fallbaren) Teil auch ein komplexer (schwer fallbarer) Teil vorliegt; 
das an Eiweif gebundene Calcium wiirde ebenfalls leicht fallbar sein. 
Diese Annahme stimmt mit der oben erwahnten Beobachtung, daB 
im Serum freies Oxalat neben léslichem Calcium nebeneinander vor- 
kommen kann. 

Der EinfluB einer Oxalatinjektion auf die Serumwerte der anderen 
mineralen Bestandteile — P und Mg — war nicht groB. In den meisten 
Fallen erniedrigten sich die P- und Mg-Werte nach der Einspritzung 
des Oxalats um etwa 10 bis 15%, nur bei einigen Tieren wurde eine 
kleine Erhéhung der P- und Mg-Werte festgestellt. 


Uber den Zusammenhang der Calciumwerte des Blutserums mit den 
in der letzten Zeile der Tabelle angegebenen Symptomen, die nach der 
intravenésen Oxalatinjektion auftraten, kann mitgeteilt werden, da® bei 
drei von den vier jungen Kdlbern waihrend und einige Minuten nach der 
Injektion eine Tachycardie auftrat, der eine etwa 10 Minuten dauernde 
Bradycardie folgte. Es wurden in den Fallen | und 2 50 mg, in Fall 3 
60 mg Natriumoxalat pro Kilogramm eingespritzt. Diese Bradycardie tritt 
also auf im Stadium der gr68ten Calciumerniedrigung. Es wurden in 
diesen drei Fallen nach 8, 12 und 13 Minuten 7,8, 5,0 und 4,6mg-°,, Ca 
im Blutserum gefunden. 

In Fall 1 wurde 10 Minuten nach der ersten Injektion eine zweite 
Menge Natriumoxalat (50mg pro Kilogramm) injiziert. Einige Minuten 
nach dieser zweiten Einspritzung zeigte das Tier klonische Krampfe und 
starb (3.47 mg-°(, Ca im Blutserum). 

In Fall 4 traten keinerlei Symptome auf’. 


1 J. of biol. Chem. 78, 661, 1928. 

2 Die Wahrnehmung der Herzfrequenz waihrend und in den ersten 
Minuten nach der Einspritzung fand nur bei den Versuchen mit Kalbern 
statt. Bei den Rindern hestimmten wir diese Frequenz in diesem Stadium 
nicht. 


18* 
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Bei einjdhrigen Rindern verursachte eine Injektion von 25,9 mg 
Natriumoxalat oder weniger pro Kilogramm keine weiteren Symptome als 
Muskelzuckungen und eine Erhéhung der Atmungsfrequenz (die Falle 5, 
6 und 11). 

In den Fallen 5 und 6 wurde der Serumcalciumgehalt 10 Minuten 
nach der Einspritzung zu 7,7 und 8,3 mg-°, gefunden. Im Fall 11 war 
4 Minuten nach der Injektion der Caleciumgehalt des Serums auf 6,8 mg-° 
erniedrigt. 

Nach der Einspritzung von 31,1 mg Natriumoxalat pro Kilogramm 
(die Falle 7 und 12) traten im Fall 12 keine besonderen Symptome hervor, 
obwohl der Calciumgehalt 5 Minuten nach der Injektion zu 5,35 mg-° 
gefunden wurde. Die Erscheinungen beim anderen Tiere (Fall 7) waren 
sehr charakteristisch. Nach 3 Minuten war der Serumcalciumgehalt 
4,1 mg-°,, das Tier war zu dieser Zeit ganz normal. Es zeigte 18 Minuten 
nach der Einspritzung eine erniedrigte Empfindlichkeit fiir auBere Reize 
und konnte nicht mehr stehen. Dieser Zustand hatte sich 23 Minuten nach 
der Injektion noch nicht geaéndert, der Serumcalciumgehalt war 6,2 mg-°,, 
es war also schon eine betrachtliche Steigerung des Calciumwertes auf- 
getreten'. Das Tier war erst 48 Minuten nach der Injektion wieder zu stehen. 
imstande und zeigte beim Gehen eine Ataxie der Hinterbeine. Der Gang 
war 58 Minuten nach der Injektion wieder normal (Serumcalciumgehalt 
7,2 mg-°,). 20 Minuten nach diesem Zeitpunkt trat eine starke Erhéhung 
der Darmperistaltik auf, kennbar an einer anhaltenden Diarrhoe. Im 
Fall 13, wo 36.2 mg Natriumoxalat pro Kilogramm eingespritzt wurde, 
war 15 Minuten nach der Einspritzung der Gang noch normal; 5 Minuten 
nachher war er sehr ataktisch, das Tier fiel zu Boden und war nur mit 
Miihe zu retten durch intravenése Caleciumchlorideinspritzungen. Es traten 
dabei keine Krampfe auf. Das Blutserum wurde hier nicht untersucht. 
aber zweifelsohne fallt auch hier die Ataxie nicht zusammen mit dem 
tiefsten Punkt des Serumcalciumspiegels. 

Die Fadrse (Fall 8) zeigte etwa 5 Minuten nach der Injektion von 27 mg 
Natriumoxalat pro Kilogramm eine erniedrigte Empfindlichkeit. Der 
Calciumgehalt des Serums wurde 7 Minuten nach der Einspritzung 5,2 mg-°,, 
gefunden. Die Atmung zeigte 15 bis 20 Minuten nach der Injektion eine 
Beschleunigung; weitere Symptome zeigten sich aber nicht, und 47 Minuten 
nach der ersten Einspritzung fand eine zweite Injektion statt, jetzt von 
13.6 mg Natriumoxalat pro Kilogramm. 8 Minuten nach dieser zweiten 
Injektion starb das Tier unter den Erscheinungen einer Dyspnoe und 
klonischer Krampfe. Der Caletumgehalt des Serums war 3,34 mg-°%. 

Bei den Versuchen mit trdchtigen Rindern, alle etwa 80 Tage ante partum, 
wurden nur kleine Dosen Natriumoxalat injiziert (Falle 9, 10 und 14). 
Es traten dabei keine besonderen Symptome auf. Die Calciumwerte des 
Blutserums hatten sich auch nur wenig erniedrigt (bis 9, 8,4 und 8,7 mg-°,,). 
Es ergibt sich also, daB nur waihrend und in den ersten Minuten nach der 
Oxalateinspritzung eine voriibergehende Tachycardie auftritt; in dem 
folgenden Zeitraum von etwa 10 Minuten gibt es eine Bradyeardie, welche 
also zusammenfallt mit dem Stadium des tiefsten Calciumspiegels des 
Blutserums. 


1 Der Mg-Gehalt des Blutserums wurde nicht bestimmt. Den Ca/Mg- 
Quotient kennen wir hier also nicht. 
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Ob dieses teilweise Fehlen des Calciums eine direkte Wirkung auf das 
Herz austibt, oder ob die Bradycardie einer erhéhten Vaguswirkung ent 
spricht, muB vorlaufig dahingestellt bleiben. 

Es ist auffallend, daB die herabgesetzte Empfindlichkeit der Tiere 
fiir duBere Reize auftrat in einem Stadium, in dem der Calciumgehalt des 
Blutserums nicht am niedrigsten war. Zeigte doch in Fall 7 das Tier 
keinerlei Symptome, wenn der Calciumgehalt 4,1 mg-°,, war. Eine 
herabgesetzte Empfindlichkeit und Muskellahmung traten !/, Stunde 
spater auf, bei einem Calciumwert von etwa 6,2 mg-°,. Etwa !/, Stunde 
nachher war das Tier wieder zu stehen imstande: der Gang war noch 
ataktisch. 10 Minuten nach diesem Zeitpunkt, bei einem Serum- 
calciumwert von 7,2 mg-°,, war das Tier wieder normal. Nach weiteren 
20 Minuten trat wiederholte Darmentleerung auf. 


In den Versuchen mit den anderen Tieren konnte diese Beob- 
achtung bestatigt werden. 


h) Die Anderungen in der mineralen Blutzusammensetzung nach der intra- 
vendsen EHinspritzung von Natriumeitrat. 


Es wurde bei einem einjaéhrigen Rind 40,1 mg Natriumcitrat (mit 
3aq-) in 2,1°%iger Lésung intravenés eingespritzt. Der Serumcalcium- 
gehalt wurde vor der Einspritzung 10,6 mg-°/,; 7, 37 und 76 Minuten nach 
der Injektion bzw. 10,5, 10,55 und 11 mg-°,, gefunden. Es zeigte sich also 
keine Erniedrigung des Calciumspiegels. Der anorganische Phosphat- 
gehalt des Serums zeigte nur eine kleine Erniedrigung, von 6,1 auf 5.6 mg-°,. 
Das Calcium wird also nicht als Calciumcitrat gefallt, sondern es bleibt 
gelést, vielleicht in kolloidalem Zustande. Dieser Befund ist in Einklang 
mit der Beobachtung Sabatinis?. 

Das Tier zeigte 17 Minuten nach der Einspritzung eine Steigerung der 
Atmungsfrequenz, welche etwa '/, Stunde dauerte und von einer Dyspnoe 
begleitet wurde. 


c) Die Anderung im autonomen Gle ichgewicht bei experimenteller und 
pathologischer H ypokalzdamie. 

DaB eine Serumcalciumerniedrigung mit einer Anderung im 
autonomen Gleichgewicht zusammengeht, zeigte sich in zwei Versuchen 
mit einjahrigen Rindern (Fall 11 und 12). 

Nachdem der Serumcalciumspiegel durch intravenése Natriumoxalat- 
einspritzungen auf 6,8 bzw. 7,7 mg-°,, herabgesetzt worden war, wurde 
nach Danielopolu? der Einflu8 bestimmt, welche die intravenése Zufiihrung 


von 2 mg salzsaurem Adrenalin auf die Herzfrequenz ausiibt. Bei normalen 
Rindern lést diese Menge Adrenalin in der ersten '/, Minute stets eine starke 


' J. physiol. int. 30, 2, 1901. 
2 D. Danielopolu, Klin. Wochenschr. 7, 1748, 1928, und seine vorher 
gegangenen Arbeiten. 
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Steigerung der Herzfrequenz aus, also eine Sympathicusreizung, der eine 
(etwa ?/, Stunde bis 20 Minuten dauernde) Herabsetzung der Herzfrequenz, 
also eine Vagusreizung? folgt. 

In den beiden oben genannten Fallen fehlte die sympathicotonische 
Beeinflussung des Herzens in der ersten '/, Minute nach der Injektion 
In Fall 11 erniedrigte sich die Frequenz sofort von 96 auf 42, in Fall 12 
von 78 auf 42 pro Minute. In diesen beiden Fiillen dauerte die vagotonische 
Periode 18 Minuten. Das Fehlen des sympathicotonischen Stadiums be 
deutet also eine relative Erhéhung des Vagustonus. 

Bei einer Kuh mit lang anhaltender Gebarparese wurde 7 Tage post 
partum ebenfalls die Herzreaktion gegeniiber 2 mg salzsaurem Adrenalin 
bestimmt. Das Blutserum enthielt am vorhergehenden Tag 5,6 mg-° 
Ca, 4,5 mg-°, P und 2 mg-°,, Mg. Weil der Zustand zur Zeit des Adrenalin- 
versuchs noch derselbe war, nehmen wir auf Grund unserer Erfahrung auch 
bei diesem Fall von Gebarparese an, daB die Blutserumzusammensetzung 
am Tage der Adrenalininjektion sich noch nicht nennenswert geéndert 
hatte, daB also eine Hypokalzimie vorlag. 

Bei der Adrenalininjektion erniedrigte sich die Herzfrequenz sofort 
von 120 auf 66 pro Minute. Diese vagotonische Periode dauerte etwa 
10 Minuten. 

Auch bei dieser Form von pathologischer Hypokalzimie fehlt also 
das sympathicotonische Stadium der Herzbeeinflussung, es gibt auch hier 
eine relative Vagotonie. 

Bei einem zweiten Fall von Gebarparese, 64 Stunden post partum, 
wurde eine Hypotonie von Vagus und Sympathicus aufgefunden, d. h. 
sofort nach der Einspritzung gab es nur eine geringe Steigerung der Herz- 
frequenz von 12 Schligen pro Minute . der eine geringe Ernie- 
drigung ebenfalls von 12 Schlagen pro Minute folgte; 4 Minuten 
nach der Injektion war die Herzfrequenz schon wieder normal. Der 
Calciumgehalt des Serums war 6,8, der P-Gehalt 4,4 mg-°,. Es ist in 
diesem Falle fraglich, ob die Nachwirkung der Graviditaét eine Rolle 
spielte. 


Zusammenfassung. 


1. Nach der Natriumoxalateinspritzung treten die niedrigsten 
‘alciumwerte im Blutserum innerhalb einiger Minuten auf. 


2. Die Erniedrigung der Calciumwerte ist bei erwachsenen Kihen 
relativ gréBer als bei jungen Kalbern; die Vergiftungssymptome sind 
dementsprechend bei den alteren Tieren mehr ausgepragt als bei jungen 


Kalbern. 


3. Das Calcium wird vom Oxalat nicht nach dem stéchiometrischen 
Gesetz gefallt, denn auch bei groBem OxalatiiberschuB ist die Calcium- 
fallung nicht quantitativ. Es wurde sogar 24 Stunden und langer 


1 Es werden hieriiber a.a.O. Mitteilungen gemacht werden. Wir 
bestimmten den Einflu® des Adrenalins nur auf das Herz, nicht auf andere 
Organe. 
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nach der Blutentnahme Calcium und Oxalat nebeneinander im Blut- 
serum und im Serumultrafiltrat aufgefunden. 


4. Der an Kolloide gebundene Anteil des Plasmacalciums und 
auch die ionisierte Calciumfraktion, wie man auf Grund der bekannten 
groBen Reaktivitat des Calciumions mit dem Oxalation annehmen kann, 
werden am schnellsten vom Oxalat gefallt; dementsprechend gibt es 
eine relative Erhéhung des ultrafiltrablen Anteils nach der intravenésen 
Oxalatinjektion. 

5. Von der Totalmenge des Serumcaleiums von etwa 10 mg-°, 
liegen etwa 3 bis 4 mg-°%, vor in einer besonderen, nicht ionisierten 
Form, aus der das Calcium schwierig und nur unvollstandig vom 
Oxalat gefallt werden kann. Wenn nur ein kleiner Teil dieser Calcium- 
fraktion von einem groBen OxalatiiberschuB gefallt wird, tritt der Tod 
des betreffenden Tieres unter Krampferscheinungen auf. 

6. Zur Zeit des tiefsten Calciumspiegels, etwa in den ersten 
10 Minuten nach der Oxalateinspritzung, wurde eine Bradycardie 
festgestellt, die vielleicht aus einer relativen Erhéhung des Vagustonus 
des Herzens erklirt werden kann. 

7. Eine Herabsetzung der Empfindlichkeit der Tiere fiir auBere 
Reize, sowie Ataxie, Muskellihmung und -tremor, treten nach der 
intravenésen Oxalatinjektion auf, und zwar in einem Stadium, in dem 
der Calciumspiegel des Blutserums nicht am _ niedrigsten ist, sondern 
schon wieder eine erhebliche Steigerung zeigt. Der Ca/Mg- Quotient 
wurde in diesen Fallen nicht bestimmt. 

8. Bei zwei Rindern, bei denen der Calciumspiegel durch eine intra- 
venése Oxalateinspritzung herabgesetzt worden war, wurde eine relative 
Erhéhung des Vagustonus des Herzens festgestellt. In einem Fall 
pathologischer Hypokalzamie (Gebarparese) wurde ebenfalls am Herzen 
nur eine relative Erhéhung der Vagustonus gefunden. In einem zweiten 
Falle derselben Art waren der Vagus- und Sympathicustonus beide 
vermindert; es ist jedoch nicht sicher, ob hier die Nachwirkung der 
Graviditaét nicht noch eine Rolle spielt. 

9. In den meisten Fallen lést die intravendse Oxalateinspritzung 
eine Erniedrigung der anorganischen P- und Mg-Werte von etwa 10 bis 
15°, aus; ausnahmsweise gibt es auch geringe Steigerungen im Gehalt 
dieser Elemente nach der Oxalatinjektion. 

10. Nach intravendéser Citratinjektion tritt keine Erniedrigung des 
Calciumspiegels des Blutserums ein, sondern das Calcium zirkuliert 
im Blute weiter, vielleicht in kolloider Form. 


Wir danken Herrn H. Hooghoudt, Analytiker, fiir die Untersuchung 
der Serumproben. 


van der Kaay: 
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Uber die Bedeutung der Lipoide fiir die Permeabilitit. 


Von 
Maria Mansheim. 


(Aus dem Pharmakologischen Institut der Westfalischen Wilhelms- 
Universitat Miinster/Westf.) 


(Eingegangen am 16. November 1931.) 


Die Bedeutung der Lipoide fiir das Eindringen lipoidléslicher 
Stoffe in die Zelle wurde besonders von Nirenstein' untersucht. Er 
bestimmte bei zahlreichen Farbstoffen einerseits die Grenzkonzentration 
fiir die Vitalfarbung der Paramaecienzelle und stellte andererseits den 
Teilungskoeffizienten fiir Lipoid-Wassergemische fest. Die lebende 
Substanz des Zellkérpers verhalt sich nach seinen Untersuchungen 
gegeniiber Farbstoffen so, als ob der Zellkérper ein fliissiges Neutra!- 
fett ware, das eine gewisse Menge Fettsaure und fettléslicher organischer 
Base enthalt. Seine Modellzelle bestand aus Mandelél mit einem be- 
stimmten Zusatz von Olsiure und Diamylamin. Das Vitalfarbungs- 
vermégen und die Aufnehmbarkeit durch ein derartiges lipoides Gemisch 
gehen weitgehend parallel. 

Diese Versuche zeigen zwar, daB die Zellipoide eine Rolle bei der 
Vitalfirbung spielen, sie sagen aber nichts aus tiber die Art, wie die 
Farbstoffe in die Zelle eingedrungen sind. Die lipoiden Sauren und Basen 
der Zelle bilden nach Zipf? mit den vitalfarbenden basischen und sauren 
Farbstoffen auf dem Wege der ,,Austauschbindung® schwerlésliche 
Verbindungen. Diese Eigenschaft kommt nach Zipf in vielleicht noch 
héherem MaBe nicht lipoiden Sauren und Basen des Zellkérpers (Nuclein- 
siuren, saure und basische EiweiBstoffe) zu. In zahlreichen neueren 
Untersuchungen wird die Bedeutung der Nucleinséuren und Eiweil- 
stoffe fiir die Bindung von Farbstoffen bestatigt und gezeigt, daB die 
Reaktion in stéchiometrischen Verhaltnissen erfolgt. 

1 E. Nirenstein, Pfliigers Arch. 179, 233, 1920. 

2 K.Zipf, Arch. f. exper. Pathol. 124, 259 u. 286, 1927. 
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Schumacher! hebt die Bedeutung der Nucleinsauren fiir die Zellfarbung 
hervor. Stearn®* tiihrt den Nachweis. da Methylviolett sich mit Natrium 
nucleinicum und Natriumgelatinat in stéchiometrischen Verhaltnissen 
verbindet. Nach Grollman® ist die Bindung von Phenolrot an lypophile 
Kolloide (Albumin, Serum) eine direkte Verbindung. Hewitt* weist fiir 
die Bindung von Phthaleinfarbstoffen an Proteine nach, daB bloBe Adsorp- 
tionsverbindungen auszuschlieBen sind und daB die Verbindung in stéchio- 
metrischen Verhaltnissen vor sich geht. Echte chemische Verbindungen 
bilden nach Rakusin® die wahren Proteine (Albumin) mit sauren Farb 
stoffen. Die Bindung von Methylenblau, Safranin Y und Indulinscharlach 
an Casein, Fibrin und Gelatine geschieht nach Rawlins und Schmidt® 
ebenfalls nach stéchiometrischen Gesetzen. Dasselbe gilt fiir die Ver- 
bindung von Edestin mit Methylenblau und Safranin Y. Nach denselben 
Autoren’ ist die Bindung von Biebricher Scharlach und Tropdéolin 0 an 
Gelatine ein chemischer Vorgang und keine Adsorption. Chapman, Green 
berg und Schmidt® machen fiir die Bindung von sauren Farbstoffen an 
Gelatine freie basische Gruppen von Arginin, Lysin und Histidin ver- 
antwortlich; Adsorptionsvorginge spielen dabei keine Kolle. Pauli und 
Weiss? kommen auf Grund von Versuchen mit Farbstoffen und Eiweif- 
kérpern zu folgendem SchluB: ,.Nach dem vorliegenden Tatsachenmaterial 
besteht somit kein Grund, fiir die Flockungsreaktionen reinster Eiweif- 
kérper mit reinsten negativen lyophoben Solen andere als elektrochemische, 
im letzten Sinne also wieder konstitutiv bedingte Beziehungen verantwortlich 
zu machen.** SchlieBlich muB auch die Bindung von NSalzsiure an die 
EKiweiBkérper der Gelatine nach Bacon und Ferguson’ als chemische Ver- 
bindung gedeutet werden; auch hier geschieht die Reaktion in stéchio- 
metrischen Verhaltnissen. 


Von Zipf™ ist gezeigt worden, daB der Parallelismus zwischen 
Lipoidléslichkeit saurer und basischer Farbstoffe und der Bindung 
dieser Stoffe an Zellbestandteile, d.h. der Vitalfarbbarkeit, nicht 
nur fiir das Nirensteinsche Gemisch, sondern auch fiir andere nicht- 
lipoide, kérpereigene Stoffe gilt. 

Dieser Parallelismus laBt sich auch feststellen fir die Bindung 
von Vitalfarbstoffen an anorganische Substanzen. 


1 J. Schumacher, Dermatol. Wochenschr. 86, 106 u. 207, 1928. 
2 A. E. Stearn, J. of biol. Chem.91, 325, 1931. 
3 4. Grollman, ebendaselbst 64, 141, 1925. 


4 L. F. Hewitt, Biochem. J. 21, 1305, 1927. 
M.A. Rakusin, diese Zeitschr. 192, 167, 1928. 
L. M. Chapman, Rawlins u. C. L. A. Schmidt, J. 


Led é 
709, 1929. 


(7) 


tf biol. Chem. 82, 


ied 


7 Dieselben, ebendaselbst SS, 271, 1930. 

8 L. M. Chapman, D. Greenberg u. C. L. A. Schmidt, J. of Physiol. 72, 
707, 1927 

9 W. Pauli u. E. Weiss, diese Zeitschr. 208. 103, 1928. 

10 BE. K. Bacon u. A. L. Ferguson, J. amer. chem. soc. 49, 19384. u. 
1921, 1927. 

1 K.Zipf, Arch. f. exper. Pathol. 124, 259 u. 286, 1927. 
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Bei den zu diesem Zwecke durchgefiihrten Versuchen wurden 
zunachst die Nirensteinschen Versuche an Paramaecien mit einer Aus- 
wahl von basischen Vitalfarbstoffen wiederholt und die Grenzkonzentra- 
tion fiir die Vitalfarbbarkeit bestimmt. 

Unter Grenzkonzentration ist dabei jene Konzentration zu verstehen, 
die den Zellkérper innerhalb von 6 Stunden deutlich erkennbar anfiarbt. 
Bei den Versuchen wurde in der Weise vorgegangen, da® die Kulturfliissig- 
keit von Paramaec. caudat. im Verhiltnis | : 2 mit Leitungswasser verdiinnt 
und den aus Stammldésungen hergestellten Farbstoffverdiinnungen zu- 
gesetzt wurde. Nach 6 Stunden wurde mikroskopisch untersucht, bei 
welcher Farbstoffverdiinnung eben noch deutliche Vitalfarbung eintrat. 


Fur die verwendeten Farbstoffe — Malachitgriin, Neutralrot, 
Nilblausulfat, Bismarckbraun, Methylviolett, Brillantkresylblau, Me- 
thylenblau, Safranin, Rhodamin B, Methylgriin — wurde dieselbe 
Reihenfolge des Vitalfarbevermégens gefunden wie in den Nirenstein- 
schen Versuchen. Nur Methylenblau fiel insofern aus der Reihe, als 
es in den eigenen Versuchen starker vitalfarbend wirkte als Brillant- 
kresylblau, wahrend in den Nirensteinschen Versuchen Brillantkresyl- 
blau starker farbte als Methylenblau. Die weiter festgestellten quanti- 
tativen Verschiedenheiten (Tabelle I) sind wohl auf die verschiedenen 
Versuchsdauer — in den eigenen Versuchen 6 Stunden, bei Nirenstein 


nicht angegeben — zurtickzufiihren. 


Tabelle I. 





Vitalfarbende Grenzkonzentration 
fiir Paramaecien 

Farbstott - 3 

nach Nirenstein Se 
: 600 000 : 500 000 
: 4590 000 : 300 000 
Nilblausulfat . : 800.000 : 300 000 
Bismarekbraun . : 800 000 : 390 090 


Malachitgriin 1 
1 
1 
a! l 
Methylviolett <a. Soe 1 : 250 000 : 250 000 
1 
1 
1 
l 
1 


Neutralrot . 


Brillantkresylblau . : 100.000 : 50000 
Methylenblau 80 000 : 70000 
Safranin . 20 000 : 20000 
Rhodamin B . 10 000 : 10000 


Methylgriin 6 000 : 10009 


Die Bindung dieser basischen Vitalfarbstoffe durch lebende Para- 
maecien wurde nun verglichen mit ihrer Aufnahme durch Kaolin. 


Methodisch wurde dabei so verfahren: Je 1 g Kaolin wurde in Reagenz- 
glasern mit 10 cem Farbstofflésung von jedem Farbstoff wurden ver- 
schiedene Verdiinnungen in steigender Konzentration hergestellt ver- 
setzt, die Reagenzgliser mit Gummistopfen verschlossen und 2 Stunden 
geschiittelt. Dann wurde nachgesehen, bei welcher Konzentration noch 
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eine vollige Entfarbung der Farbstofflésung eingetreten war und diese als 
Grenzkonzentration bezeichnet. 


Tabelle II. 





Grenzkonzentratior 
fiir Entfairbung 
dureh Kaolin 


Grenzkonzentration 


Farbstoff fiir Vitalfirbung 


Neutralrot 1: 309000 1 600 
Nilblausulfat. ey rae 1: 300000 1 600 
Methylenblau . .... 1: 70000 1: 1000 
Safranin — 1: 20000 l 900 
Rhodamin B. 1: 10009 1-20 000 


Das Ergebnis dieser Versuche ist in Tabelle I] dargestellt. Es 
geht daraus hervor, daB diejenigen Farbstoffe, welche das gréBte 
Vitalfarbevermégen besitzen, durch Kaolin auch am staérksten gebunden 
werden. Das gut vitalfirbende Neutralrot wird in der hohen Kon- 
zentration 1:600 noch entfarbt, wahrend der schlechte Vitalfarber 
Rhodamin B nur in der starken Verdiinnung 1 : 20000 entfarbt wird. 
Fiir die gepriften Farbstoffe ergibt sich also ein annahernder Paralle- 
lismus zwischen Vitalfarbevermégen und Bindung an Kaolin. Das 
stimmt iiberein mit den Ergebnissen von Krebs und Nachmansohn', 
welche fanden, daB bei Methylgriin, Methylenblau, Auramin, Malachit- 
grin und Chrysoidin das Vitalfarbevermégen parallel geht mit der 
Aufnahme dieser Stoffe durch Bolus alba und Fasertonerde. 


In Bestatigung der friiheren Untersuchungen von Zip/* kann also 
gesagt werden, daB das Vitalfiirbevermégen der untersuchten Farbstoffe 
nicht nur mit der Léslichkeit im Nirensteinschen Gemisch, sondern 
auch mit der Bindung an Kaolin und Fasertonerde parallel geht. 


Die Bindung der Vitalfarbstoffe in der Zelle gibt noch keinen 
Anhalt dafiir, ob diese Stoffe die Zellgrenzschicht und das Zellproto- 
plasma auf dem Wasserwege, also durch die Poren der protoplasmati- 
schen Flachenstiicke der Zellmembran oder auf dem Lipoidwege passiert 
haben. Da alle diese Stoffe wasserléslich sind, so kénnen sie durch die 
protoplasmatischen Teile eindringen und mit zelleigenen Sauren 
oder Basen unlésliche Salze bilden und damit im Zelleib gespeichert 
werden. Eine solche Speicherung durch Lipoide kann aber schon in 
der Zellgrenzschicht stattfinden. Es mu8 deshalb angenommen werden, 
daB das Eindringen der Vitalfarbstoffe in die Zelle auf dem Lipoidwege 
eher erschwert als begiinstigt wird. 


1 H. A. Krebs u. D. Nachmansohn, diese Zeitschr. 186, 478, 1927. 
2 K. Zipf, Arch. f. exper. Pathol. 124, 259 u. 286, 1927. 


M. Mansheim: 


Um die Bedeutung der Lipoide fiir das Eindringen der Vital- 
farbstoffe zu klaren, wurden an einfachen Modellen Diffusionsversuche 
angestellt. 

Als Modell fiir die protoplasmatischen Teile der Zellgrenzschicht und 
des Zelleibes wurde das Gelatinegel benutzt. Als lipoide Phasen dienten 
méglichst feine Emulsionen von Olséure oder Triolein, die der Gelatine 
zugesetzt wurden. Je 10 cem der einfachen cider Lipoidgelatine wurden 
in gleich weite Reagenzglaser gefiillt. Nach dem Erstarren der Gelatine 
wurden 10 ccm der betreffenden Farbstofflésung eingefiillt und nach drei- 
tiigigem Stehen die Diffusionsstrecke der Farbstoffe in der Gelatine ge- 
messen. Wahrend des Versuchs wurden die Farbstofflésungen Sfters um- 
geschiittelt. Den Verlauf dieser Versuche stellen die Tabellen TTT und TV dar. 

Die Ergebnisse dieser Versuchsreihe sind eindeutig. In keinem 
Falle wurde die Diffusionsgeschwindigkeit durch den Lipoidzusatz 
gesteigert. Das Permeieren lipoidléslicher Farbstoffe in der Gelatine 
wurde dagegen durch Speicherung im zugesetzten Lipoid stark gehemmt. 
Wie Versuche mit verschiedenen Lipoidkonzentrationen zeigen, ist die 
Speicherung und damit die Diffusionshemmung der Farbstoffe um so 
gréBer, je héher die Lipoidkonzentration gewahlt wird. Wird die 
Gelatinesiule mit einer diinnen homogenen Lipoidschicht bedeckt, so 
findet tiberhaupt kein Eindringen in die Gelatine statt. Die Diffusions- 
geschwindigkeit der drei lipoidléslichen Saurefarbstoffe wurde durch 
den Lipoidzusatz nicht beeinfluBt, weil diese Stoffe weder vom Triolein 
noch von der Olsiure gespeichert werden. Aus demselben Grunde 
wird die Diffusion von basischen Farbstoffen durch Trioleinzusatz 
nicht gehemmt. Die Speicherung der basischen Farbstoffe in der zu- 
gesetzten Olsiure und damit die Hemmung der Diffusionsgeschwindig- 
keit beruht nach Zipf! auf der Bildung schwer léslicher Farbsalze 
zwischen Olsaure und Farbbasen. 


Tabelle 111. 





Diffusionsweg in 10° » Gelatine 


Farbstoft ohne Lipoidzusatz mit 1% Olsiure | mit 1°» Triolein 
mm mm mm 


Methylenblau (1: 10000) . 15 10 
Neutralrot (1:10000) . . 10 5 
Safranin (1:10000) ... 5 

Bismarekbraun (1 : 10000) 5 

Methylgriin (1 : 2000) 5 

Malachitgriin (1 : 2000) 

Metanilgelb (1 : 2000) 

Kosin (1: 2000) . 

Cyanol (1:2000) . . 

Rhodamin B (1: 2009). 


CLStS Orororoeror 


1 K. Zipf, Arch. f. exper. Pathol. 259 u. 286, 1927. 
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Tabelle IV. 





Diffusionsweg in 4 Gelatine 


Farbstoff ohne Lipoidzusatz mit 1 Olsiure 


mm mm 


Methylenblau (1:10000). .....~. 150 20 
Neutralrot (1:10000) . . ee ene ag 100) 10 
Bafeanin (1: 10000) ..... . «+ 0 « « « 140 10 
Methylgriin (1:2000) .. . haan erie 150 10 
Rhodamin B (1:2000). ....... 150 15 
Malachitgran (1:2000) ......., 200 10 
Metanilgelb (1:2009) . . page eae 150 150 
a 130 130 
ee a) a re 140 140 
Nilblausulfat (1:10000) ..... : 90 10 
Toluidinblau (1:2009)..... pus 160 30 


Es ergibt sich also: die Permeation von lipoidléslichen basischen 
oder sauren Farbstoffen in Gelatine wird durch die Anwesenheit von 
Triolein oder Olséure nicht nur nicht geférdert, sondern haufig ge- 
hemmt. Den bequemsten und raschesten Diffusionsweg ftir diese 
Stoffe stellt demnach der Wasserweg dar. 

Die Lipoidléslichkeit ist also fiir die Diffusion von basischen und 
sauren Farbstoffen in Gelatine belanglos. Die auf der ,,Lipoidléslichkeit* 
beruhende Farbstoffspeicherung ist sogar ein Permeabilitatshindernis. 
In derselben Richtung weisen Versuche von Mommsen'. Er zeigte, 
daB die Diffusionsgeschwindigkeit von Farbstoffen in Gelatine herab- 
gesetzt wird bei den fiir die Adsorption dieser Stoffe optimalen Be- 
dingungen. Die Diffusion saurer Farbstoffe wird durch saure Reaktion, 
wo die Bindung an Gelatine am gréBten ist, glhhemmt; die Permeation 
basischer Farbstoffe ist dagegen bei alkalischer Reaktion entsprechend 
der starkeren Bindung durch Gelatine stark vermindert. Dazu sei 
noch an Versuche von Zipf? erinnert, in denen Zusatz von Nucleinsaure 
zu Gelatine die Speicherung basischer Farbstoffe begiinstigt und die 
Diffusionsgeschwindigkeit herabsetzt. Aus den Versuchen geht hervor, 
daB jede Art von Speicherung eines Stoffes, sei es durch lipoide oder 
nichtlipoide Stoffe zu einer Hemmung der Permeationsgeschwindig- 
keit fiihrt. 

Mit diesen Versuchen am Modell stimmen iiberein die Befunde 
an der lebenden Zelle. Gellhorn® konnte zeigen, daB leicht diffusible 
Farbstoffe, die gute Vitalfarber sind, nicht oder fast nicht durch lebende 


H. Mommsen, diese Zeitschr. 168, 77, 1926. 
.. Zipf, Arch. f. exper. Pathol. 124, 259 u. 286, 1927. 
3 E.Gellhorn, Pfliigers Arch. 221, 230, 1929; Das Permeabilitats- 
problem. Berlin, Julius Springer, 1929. 
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Muskelmembranen permeieren. Es handelt sich dabei um gut lipoid- 
lésliche basische Farbstoffe. Ein Vergleich des Permeationsvermégens 
dieser Farbsteffe mit ihrem Vitalfarbevermégen als MaB ihrer Speiche- 
rung ergibt, wie Tabelle V zeigt, die Tatsache, daB Permeationsvermégen 
und Vitalfarbekraft weitgehend umgekehrt parallel gehen. 


Tabelle V. 





Vitalfirbende Grenz- Zeitpunkt des Farb- Zeitpunkt des Farb- 
konzentrationen fiir stoffdurchtritts durch stoffdurchtritts durch 
Paramaecien nach die Froschhaut nach die lebende Muskel- 
Nirenstein Gellhorn membran nach Gellhorn 


Farbstott 


Malachitgriin. . : 600000 60 bis 90 Min. 50 bis 80 Min. 
Neutralrot. . . : 450000  _ ae 90 . 120 
Nilblausulfat . . : 8300000 s,m, 300 , 420 , 
Bismarckbraun . : 800000 15 , 30 $0. 53O. 
Methylenblau. . : 30000 15 , 30 49 , 59 
Safranin. . . . : 20000 m6 , B , 20 , 30 


Die Ursache der geringen Durchlassigkeit der Muskelmembranen 
fiir basische Farbstoffe liegt in der Bindung an Zellbestandteile, auf die 
auch die Speicherung in der Zelle zuriickzufiihren ist. Entsprechend 
ihrer unter physiologischen Verhaltnissen geringen oder fehlenden 
Bindung in der lebenden Zelle permeieren die sauren Farbstoffe ohne 


weiteres durch lebende Muskelmembranen. Unter diesen rasch per- 
meierenden Farbstoffen befinden sich dabei solche, die lipoidléslich 
und solche die nichtlipoidléslich sind. Auch unter Beriicksichtigung 
der Nirensteinschen Modifikation der Lipoidtheorie ist danach die 
Lipoidléslichkeit fiir die Permeabilitat der Muskelmembran ohne 
Belang. Dabei erscheint es fiir die zu entscheidende Frage gleichgiiltig, 
ob die Permeation der Farbstoffe entweder — wie Gellhorn! annimmt — 
intrazvellular geschieht oder interzellular durch die Gewebsspalten. 
Ahnliches gilt nach Gellhorn? fiir die Permeation von Farbstoffen durch 
die Froschhautmembran. Auch hier besteht keine Beziehung zwischen 
Permeabilitaét und Lipoidléslichkeit. SchlieBlich kénnen nach Seo? 
auch die lipoidhaltigen Zellmembranen von Pflanzenzellen Farbstoffe 
so speichern, da8 ein Eindringen in das Zellinnere nicht stattfinden kann. 

Die iibereinstimmenden Versuche am Modell und an der lebenden 
Zelle deuten darauf hin, daB das Eindringen lipoidléslicher Stoffe in 
die Zelle nicht auf dem Wege der homogenen Lipoidphasen, sondern 
auf dem Wasserwege der protoplasmatischen Zellbestandteile geschieht 
Die Lipoide der Zellgrenzschichten und des Zellprotoplasmas sind, 


1 E.Gellhorn, Pfliigers Arch. 221, 230, 1929; Das Permeabilitats- 
problem. Berlin, Julius Springer, 1929. 
2 7. Seo, Pfliigers Arch. 201, 603, 1923. 
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wie friher von Zipf! schon betont wurde, von besonderer Bedeutung 
fir die Speicherung _,,lipoidléslicher Stoffe. Die Permeations- 
geschwindigkeit kann aber durch sie herabgesetzt werden. 

Der Wasserweg der porendurchsetzten protoplasmatischen Anteile 
der Zellgrenzschichten und des Zellprotoplasmas steht allen lipoid- 
léslichen und _ nichtlipoidléslichen Stoffen offen, deren Molekular- 
durchmesser kleiner ist als die Porenweite. In interessanten Modell- 
versuchen hat nun Anselmino® gezeigt, daB sich die Permeabilitat 
von Porenmembranen aus Kollodium und Ferrocyankupfer reversibel 
durch Narkotica hemmen J48t. An Kollodiumosmometern konnte 
durch Narkotica eine reversible Verminderung der Wasserdurchilassig- 
keit hervorgerufen werden; das Wachstum von Traubezellen wurde 
durch Narkotica verlangsamt, und die Diffusion von gelésten Stoffen 
durch Kollodiummembranen lieB sich durch Narkotica reversibel 
herabsetzen. Als Ursache dieser Permeabilitaitsverminderung wird 
die mechanische Verengerung des Porenweges durch Adsorption des 
Narkoticums an die Porenwand angenommen. In Ubertragung der 
Modellversuche auf die lebende Zelle wird die Permeabilitétsverminde- 
rung einer Reihe von Stoffen in der Narkose auf dieselbe Weise zu 
erklaren gesucht. 

In zahlreichen Versuchen haben wir an Membranen aus Gelatine 
mit und ohne Lipoidzusatz den EinfluB der Narkotica auf die Diffusion 
von lipoidléslichen Stoffen geprift. Wir gingen dabei von folgender 
Annahme aus: Sollte es gelingen, den Porenweg durch ein Narkoticum 
zu blockieren, so muBte die Permeabilitaét fiir nichtlipoidlésliche Stoffe 
aufgehoben werden. Da weiter der Lipoidweg nach Héber® und Ansel- 
mino* in der Nakose nicht verandert ist, konnte in den Narkoseversuchen 
mit Lipoidgelatine méglicherweise entschieden werden, ob die Lipoide 
fir die Permeabilitat der lipoidléslichen Stoffe nicht doch eine Rolle 
spielen. Wir wahlten zu unseren Versuchen die Gelatinemembran, 
weil sie von den Porenmembranen am ehesten die Eigenschaften der 
protoplasmatischen Anteile der Zellgrenzschicht hat. Die Kollodium- 
membran ist als eine porentragende Lipoidmembran anzusehen, ent- 
spricht also mehr den lipoiden Anteilen der Zellgrenzschichten, wobei 
allerdings zu betonen ist, daB letztere als homogen, also nicht mit Poren 
durchsetzt, angesehen werden. Zunachst wurde versucht, die Diffusion 
von Farbstoffen in Gelatine durch Zusatz isokapillirer Konzentrationen 
homologer Alkohole und Ester zu beeinflussen. 


1 K.Zipf, Arch. f. exper. Pathol. 124, 259 u. 286, 1927. 

2 K. J. Anselmino, Pfliigers Arch. 220, 524, 1928. 

3 R. Héber, Physikalische Chemie der Zelle und der Gewebe, 6. Aufl., 
1926, S. 601; Handb. d. norm. u. pathol. Physiol. 1, 407, 1927. 

4 K.J. Anselmino, Pfliigers Arch. 220, 524, 1928. 
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Zu diesem Zwecke wurden wieder 10 ccm 10°% Gelatine in gleich weite 
Reagenzgliser gefiillt und mit der betreffenden Farbstofflésung iiber- 
schichtet. Gelatine und obenstehende Fliissigkeit enthielten dieselbe 
Alkoholkonzentration. Nach dreitagigem Stehen wurde die Diffusions- 
strecke in der Gelatine gemessen. Versuche ohne Alkoholzusatz dienten 
als Kontrolle. 

Die Diffusionsgeschwindigkeit der verwendeten Farbstoffe Methylen- 
blau, Neutralrot, Safranin, Bismarckbraun, Cyanol, Metanilgelb, 
Methylgriin, Rhodamin B, Malachitgriin und Eosin in lipoidfreier 
Gelatine wurde in keinem der Versuche verandert. Ahnlich fielen die 
Versuche mit Zusatz der homologen Ester Athyl-, Propyl-, Butyl- und 
Amylacetat aus. Auch durch diese Substanzen wurde die Farbstoff- 
diffusion in lipoidfreier Gelatine nicht beeinflu8t. Diese Versuche sind 
deshalb besonders hervorzuheben, weil die verwendeten Farbstoffe in 
den Estern nur sehr schlecht oder gar nicht léslich sind. Damit entfallt 
auch der Einwand, daB eine etwa vorhandene Hemmung der Diffusions- 
geschwindigkeit in den Alkoholversuchen verdeckt wird durch eine 
gleichzeitige Léslichkeitsbegiinstigung der Farbstoffe durch die ver- 
wendeten Alkohole. Denn die verwendeten Farbstoffe sind in Athyl-, 
Propyl-, Butyl- und Amylalkohol gut léslich. 

Nicht nur basische Farbstoffe, sondern auch Alkaloide werden in 
ihrer Diffusionsgeschwindigkeit in lipoidfreier Gelatine durch Ester- 
zusatz nicht beeinfluBt. Aus diesen Versuchen kann nur geschlossen 
werden, daB eine Narkose der Gelatineporen — wie sie Anselmino? 
an Kollodiummembranen gefunden hat — nicht stattfindet. 

Ubereinstimmend mit Anselmino! konnte dagegen gezeigt werden, 
daB der Lipoidweg durch homologe Alkohole und Ester nicht beeinfluBt 
wird. Die Diffusionsgeschwindigkeit der Farbstoffe in Olséure und 
Trioleingelatine war mit und ohne Zusatz der Narkotica dieselbe. 
Die Permeationsgeschwindigkeit lipoidléslicher Farbstoffe in Olséure- 
gelatine wurde durch Alkohol- und Esterzusatz infolge ,,Speicherung* 
der Farbstoffe in der Olsiure ebenso herabgesetzt wie in den Normal- 
versuchen ohne Narkoticumzusatz. In den Trioleinversuchen wurde, 
wie in der Norm, die Diffusionsgeschwindigkeit weder gehemmt noch 
gesteigert. 

Der EinfluB homologer Alkohole und Ester auf die Diffusion von 
Kochsalz und Natriumrhodanid, ferner von Traubenzucker und Rohr- 
zucker, wurde an Gelatinemembranen studiert. 

Zu den Versuchen wurden médglichst engporige Gelatinemembranen 
verwendet, wobei methodisch folgendermaBen vorgegangen wurde: In 
gleich weite Porzellantiegelchen mit porésem Boden wurde je 1 ccm 30 %ige 
Gelatine gegossen, so daB nach dem Erstarren gleichmaBige, gleich dicke 


1 K. J. Anselmino, Pfliigers Arch. 220, 524, 1928. 
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Gelatinemembranen entstanden. Die Gelatine wurde mit der Salz- oder 
Zuckerlésung tiberschichtet. die Tiegelchen freischwebend in dieselbe Menge 
destillierten Wassers gleich weit eingetaucht und nach dreitaégigem Stehen 
im Eisschrank die durchgetretene Substanzmenge bestimmt. In den 
Alkoholversuchen wurde sowohl der Salz- oder Zuckerlésung als auch dem 
destilliertem Wasser dieselbe Konzentration des betreffenden Alkohols 
zugesetzt. Kochsalz und Natriumrhodanid wurden wie iiblich durch Silber- 
nitratfallung bestimmt. Die Traubenzuckerbestimmung geschah nach der 
Methode von Hagedorn und Jensen. Die Feststellung der durchgetretenen 
Rohrzuckermenge wurde polarimetrisch durchgefiihrt. 

Die Diffusionsversuche mit Salzen und Zuckern geben ebenfalls 
keinen Anhaltspunkt fiir eine ,,.Narkose starrer Poren“. Weder die 
Kochsalz- und Natriumrhodaniddiffusion noch die Traubenzucker- 
und Rohrzuckerpermeation wurden durch Zusatz von homologen 
Alkoholen gehemmt. 

Zusammenfassung. 

1. Der von Nirenstein festgestellte Parallelismus zwischen Vital- 
farbevermégen basischer Farbstoffe und ihrer ,,Lipoidléslichkeit‘‘ wird 
bestatigt. 

2. Derselbe Parallelismus besteht in Ubereinstimmung mit Krebs 
und Nachmansohn auch zwischen Vitalfirbevermégen und Aufnahme 
basischer Farbstoffe durch Kaolin und Fasertonerde. 

3. Die Diffusion von Farbstoffen im Gelatinegel wird durch alle 
Ma8nahmen gehemmt, die zur Speicherung dieser Stoffe in der Gelatine 
fiihren. Solche die Speicherung férdernden Faktoren kénnen sein: 
Alkalische Reaktion und Zusatz von Olsaéure oder Nucleinsaure fiir 
basische Farbstoffe, saure Reaktion fiir saure Farbstoffe. Die An- 
wesenheit von Neutralfetten (Triolein) beeinfluBt die Gelatinediffusion 
von Farbstoffen nicht. Das Permeieren von basischen und sauren 
Farbstoffen durch Gelatine geschieht also am leichtesten auf dem 
Poren- oder Wasserwege. Die ,,Lipoidléslichkeit“ dagegen ist von 
Bedeutung fiir die ,,Speicherung“. 

4. Die Befunde am Gelatinemodell stimmen itiberein mit den 
Ergebnissen am lebenden Objekt — Gellhorn an Muskelmembranen 
und Froschhaut, Seo an Pflanzenzellen — und deuten darauf hin, daB 
auch an der lebenden Zelle leicht diffusible Farbstoffe auf dem Poren- 
wege permeieren. 

5. An Gelatinemembranen kann der Porenweg durch Narkotica 
nicht gehhemmt werden. Die Diffusion von Farbstoffen, Salzen, Trauben- 
zucker und Rohrzucker wird durch homologe Alkohole und Ester in 
isokapillaren Konzentrationen nicht verandert. 








Uber die Verinderung der Aziditit der Schwefligsiurelésungen 
bei héherer Temperatur durch Salzzusatz. I. 


Von 
Erik Hiigglund. 


(Aus dem Institut fiir Cellulosetechnik und Holzchemie der Technischen 
Hochschule Stockholm.) 


(Eingegangen am 17. November 1931.) 


Nach der Theorie des Verfassers ist die Reaktionsgeschwindigkeit 
des Sulfitzellstoff-Kochprozesses von der Aziditét der Kochlauge 
abhangig. Eine Methode der direkten Messung der bei der Kochung 


herrschenden Aziditat ist bis jetzt nicht bekannt. Nur auf Umwegen 
war es méglich, sich eine Vorstellung von der GréBenordnung dieser 
Aziditaét zu machen. So untersuchte der Verfasser die hydrolysierende 
Fahigkeit von Phosphatpufferlésungen, deren Wasserstoffionenkonzen- 
tration bei gewéhnlicher Temperatur bestimmt worden war*. Als 
Ausgangsmaterial fir die Hydrolyse dienten dabei Natriumbisulfit- 
zellstoffe von ausgesprochen hohem Ligningehalt. Es stellte sich 
beispielsweise dabei heraus, daB eine Phosphatlésung von einem 
pu = 3,5 (bei gewohnlicher Temperatur gemessen) in 1 Stunde bei 135°, 
einschlieBlich einer Anheizperiode von 2 Stunden bis zu dieser Tem- 
peratur, 50° des vorhandenen Lignins herausléste. In Anbetracht des 
Umstandes, daB die Aziditaét der Pufferlésungen bei héherer Temperatur 
etwas zunimmt®, diirfte das pq bei der AufschluBtemperatur etwas 
geringer sein als bei gewohnlicher. Man begeht aber wohl keinen wesent- 
lichen Fehler, wenn man annimmt, daB das py bei der Sulfitzellstoff- 
kochung etwa 3 entspricht. Die erwahnten Versuche zeigten ferner, 
daB schon eine relativ geringe Anderung der Aziditat der Pufferlésungen 
einen bedeutenden EinfluB auf die AufschluBgeschwindigkeit ausiibte. 


XXII. Mitteilung tiber die Chemie der Sulfitzellstoffkochung. 
2 Pappers- och Travarutidskrift f. Finland 1929, Nr. 2. 
Walbum, diese Zeitschr. 107, 219, 1920. 
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Gewisse Untersuchungsergebnisse anderer Forscher, welche auf den 
ersten Blick den Eindruck erwecken konnten, da unsere Theorie des 
Sulfitzellstoff-Kochprozesses nicht zutreffend ware, haben uns nun 
veranlaBt, die oben erwahnten Untersuchungen fortzusetzen. Kullgren! 
hat némlich in Anlehnung an Versuche von Richter? Kochversuche 
mit Natriumsulfat-Schwefligsaurelésungen ausgefiihrt und konnte dabei 
feststellen, da®B der AufschluB normal war. Dagegen verlief, wie zu 
erwarten war, die Kochung mit Schwefligsaéurelésung allein unter 
Bildung eines dunklen Stoffes (Schwarzkochung). Dieses Ergebnis 
wurde so gedeutet, daB durch den Zusatz von Natriumsulfat ein Ionen- 
austausch mit den H-Ionen der festen Lignosulfonsaéure stattfand, 
was auch tatsachlich nachgewiesen wurde. Die so gebildete Natrium- 
verbindung sollte bestandiger sein als die freie Siure. Wenn das richtig 
wire, so sollte man vermuten, daB man auch durch Natriumchlorid- 
zusatz einen ahnlichen Effekt erreichen kénnte. Das erwies sich aber 
nicht als der Fall, obwohl auch hier zweifellos lonenaustausch in der- 
selben Weise wie bei Anwesenheit von Natriumsulfat stattfindet. 
Aus den interessanten Versuchen von Kullgren ging nun weiter hervor, 
daB SO, allein eine bedeutend starker lésende Wirkung als SO, 
+ Na,SO, hat. Ich zitiere in diesem Punkte Kullgren wortlich: ,,.Man 
konnte also nach der jetzt gebraiuchlichen Vorstellung vom Verlauf 


der Sulfitkochung zur Annahme neigen, da8 im ersten Falle die Wirkung 
auf einem héheren Sauregrad beruhe und um so mehr, als der Schwefel- 
gehaJt im letzteren Falle etwas héher ist. Ein héherer Sauregrad entsteht 
aber bei der Kochung mit SQ, nicht.‘ Aus den Versuchen ist allerdings 
nicht zu ersehen, wie hier der wahre Sauregrad festgestellt worden ist. 


Wir haben zunachst die erwahnten Kochversuche nachgepriift 
und festgestellt, daB tatsichlich durch Zusatz von Natriumsulfat zu 
der SO,-Lésung der AufschluB auch bei einer Temperatur von 135° 
normal verlief, wihrend die Kochungen sowohl mit SO, allein als auch 
mit SO, + NaCl vollstandig fehlgingen. Die Befunde von Kullgren 
konnten also von uns bestatigt werden. 


Um sich ein Bild von der Aziditaét der Lésungen zu machen, haben 
wir die Stdrkehydrolyse herangezogen, und zwar haben wir dabei eine 
soleche Versuchsanordnung gewahlt, daB sie mit den Verhaltnissen 
bei den erwahnten Zellstoffkochversuchen tibereinstimmten. Vor allen 
Dingen wurde dabei die Salz- und 8O,-Konzentration dementsprechend 
gewahlt und in den DruckgefiBen (aus Glas) das Verhaltnis zwischen 
Flissigkeit und Gasraum so wie bei den Kochversuchen eingehalten. 


! Svensk Kemisk Tidskr. 42, 179. 1930. 
2 A. P. 1125247, 1922. 
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Wir sind von der Voraussetzung ausgegangen, daB die Verzuckerungs- 
geschwindigkeit mit der Wasserstoffionenkonzentration des Milieus 
in direktem Zusammenhang steht. Natiirlich miissen wir hier beachten, 
daB die Bisulfitionen auch eine abbauende (oxydierende) Wirkung 
entfalten kénnen!. Im vorliegenden Falle aber ist die Konzentration 
der Bisulfitionen so gering, daB letztere Reaktion vernachlassigt werden 
kann. Nur in dem Versuch mit Natriumbisulfit (Versuch 1) kann sie 
in Frage kommen. 

Wir fiihren zunachst einen Versuch iiber die Hydrolyse von Starke 
mit schwefliger Saéure, verglichen mit der Hydrolyse mit einer SO,- 
Lésung, die noch Natriumbisulfit enthielt, an. 


Versuch 1. 


3 g wasserlésliche Starke, Kahlbaum, entsprechend 2,486 g wasser- 
freier, wurden mit 150 ccm einer 3°,igen Schwefligséurelésung tiber- 
gossen und bei 110° hydrolysiert. Im Parallelversuch wurde die gleiche 
Starkemenge mit 150 ccm einer Lésung iibergossen, die 3,72 °,, Natrium- 
bisulfit in der 3%igen Schwefligsiurelésung enthielt. Sobald die 
Héchsttemperatur erreicht worden war, wurde die erste Probe ent- 
nommen. Die Erhitzung geschah in Druckrohren aus Glas, die unter 


dauernder Bewegung im Glycerinbad erhitzt wurden. Die Zucker- 


bestimmung erfolgte nach Bertrand. 





|| Verbrauchte Anzahl cem n/10 K MnO, fiir 2 cem Versuchsfliissigkeit 


A | B 
Min. Versuch mit SO, | Versuch mit SO, + NaHS0O; 





0 1,15 0,57 
40 2.42 0,7: 
110 4,95 1,36 
280 | 9,35 a 
375 an 2,43 
525 | 11,38 3.05 


Die Versuche zeigen, daB die Zuckerbildung in A etwa drei- bis 
viermal so schnell erfolgt wie bei B. Allerdings ist hervorzuheben, 
daB in B zufolge der erwihnten Oxydationswirkung des Bisulfits die 
Reduktionswerte zu niedrig sind. Man diirfte nicht fehlgehen, wenn 
man schatzt, daB reines SO, etwa dreimal so stark wirkt wie bisulfit- 
haltiges SQ,. 


Wir fiihren nun einen Versuch an, bei welchem statt Bisulfit 
Natriumsulfat angewandt wurde. 


1 Vel. E. Hdagglund, B. 62, 437, 2046, 1929. 
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Versuch 2. 


Versuch A. Zu je 3 g wasserléslicher Starke wurden 150 ccm einer 
3% igen Schwefligsiurelésung gegeben und bei 110° hydrolysiert. 


Versuch B. Im Parallelversuch wurden zu derselben Menge 
Starke 150 ccm einer Lésung von 3°%iger Schwefligsiure, die noch 
2,53 %ig an Na, SO, war, hinzugefiigt und im gleichen Bad mit Versuch A 
die Hydrolyse ausgefiihrt. 





Verbrauchte Anzahl cem n/10 K MnO, fiir 2 ccm Versuchsfliissigkeit 


A B 
Versuch mit SO, Versuch mit SO, + Na, SO, 


0 0,48 0,50 
45 2.10 1,00 
180 6,12 2,55 
440 10,38 5,65 
725 11,28 8,15 


Das Ergebnis ist also, daB durch den Sulfatzusatz die Geschwindig- 
keit der Hydrolyse auf etwa die Halfte heruntergesetzt worden ist. 
Dieses Resultat wurde durch mehrere Kontrollversuche bestatigt. 


Ferner wurde auch die Wirkung von Kochsalz in dquivalenter 
Konzentration mit Bisulfit und Sulfat untersucht. 


Versuch 3. 
Wie friher wurden 3g Starke mit 150 ccm folgender Lésungen 
bei 110° erhitzt: 
Versuch A: 3° ige Schwefligséurelésung, 
at. 3: + 3,72% NaHSO,, 
C: . + 2.05% NaCl. 





Zeit | Verbrauchte Anzahl ccm n/10 K MnQ, fiir 2 cem Versuchsflissigkeit 


Min. A B Cc 


0 jap 0,60 1,40 
150 4,45 1,50 5,85 
260 8,35 2.05 10,65 
540 3,25 11,95 


Hieraus ergibt sich bereits, da Chlornatrium die Reaktions- 
geschwindigkeit der Verzuckerung etwas erhéht. Die starke Ver- 
zogerung der Reaktion durch Bisulfitzusatz wurde wiederum bestatigt. 


Wir haben die Wirkung des Kochsalzes auch bei 120° studiert 
und fiihren hier folgenden Versuch an. 
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Versuch 4. 
3g Starke wurden bei 120° mit folgenden Lésungen hydrolysiert : 


Versuch A: 3°.ige Schwefligsaurelésung, 
a’ aie + 2.05% NaCl. 





Zeit Verbrauchte Anzahl ecm n/10 K MnO, fiir 2 cem Versuchsfliissigkeit 
Min. A B 
0 1,94 2.88 
40 5,35 7,66 
150 10,00 10,68 
275 10,68 11,16 
422 10,98 11,63 


Wie man sieht, wird die Verzuckerung in der ersten Stunde um 
etwa 40° beschleunigt, in dem Mae, wie die Starkekonzentration 
zuriickgeht, tritt ein Ausgleich ein, so daB zum SchluB kein groBerer 
Unterschied festzustellen ist. 

SchlieBlich wurde auch ein Versuch mit Natriumnitrat in aqui- 
valenter Konzentration mit friiheren Salzzusétzen ausgefiihrt. Wie 


bei dem vorhergehenden Versuch wurde die Temperatur bei 120° gehalten. 


Versuch 5. 
Je 3g wasserlésliche Starke wurden mit 150 ccm folgender Lé- 
sungen bei 120° hydrolysiert : 
Versuch A: 3°%ige Schwefligséiurelésung, 
es ee a , die noch 3,03°, NaNO, 
enthielt. 





Zeit Verbrauchte Anzahl ecm n/10 K MnO, fiir 2 cem Versuchsfliissigkeit 


Min. A B 
0 3,12 11,34 
55 6,38 11,72 
‘180 10,80 11,80 
295 11,00 11,70 
Es stellte sich also heraus, daB die Reaktion mit Natriumnitrat 
geradezu stiirmisch verlief. Bereits bei dem Erreichen der Héchst- 
temperatur war die Hydrolyse praktisch beendet. In den Réhren mit 
Nitrat herrschte auch nach Beendigung der Kochung ein starker Druck. 
Wir werden diese Sache noch naher untersuchen. 
Aus dem vorliegenden Bericht, der als vorliufige Mitteilung be- 
trachtet werden mu8B, geht hervor, daB8 die Hydrolysierkraft von 


Sch wefligsiurelésungen, gemessen an der Inversion der léslichen Starke 
bei 110 und 120°, in hohem Grade von dem Salzgehalt dieser Lésungen 
abhangig ist. Bisulfit und Sulfat setzen die Geschwindigkeit der Zucker- 
bildung herab, Chlorid und Nitrat erhéhen sie. Da die Zuckerbildung 
zweifellos in direktem Zusammenhang mit der Wasserstoffionen- 
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konzentration der Lésung steht, ist offenbar diese Konzentration in 
verschiedenem AusmaB von der Art und Menge des zugesetzten Salzes 
abhangig. Wir haben also hier héchstwahrscheinlich die Erklarung 


> 


fiir die eigenartige Wirkung des Natriumsulfats bei dem Holzaufschlub 
mit schwefliger Saure. 

Im AnschluB an diese Untersuchungen wurden auch einige orien- 
tierende Versuche tiber die Geschwindigkeit der Rohrzuckerinversion 
mit Schwefligséurelésungen allein und in Anwesenheit von Natrium- 
sulfat ausgefiihrt. Wie die folgenden Zahlen zeigen, wird auch die 
Inversionsgeschwindigkeit durch Sulfatzusatz betrachtlich herabgesetzt. 


Versuch 6. 

A. 25cem einer 3°igen SO,-Lésung wurden in Kolben von 
50 ccm Inhalt mit 25cem einer 10°%,igen Rohrzuckerlésung versetzt 
und derart verschlossen, daB die Kolben méglichst vollstandig mit 
Fliissigkeit bis an den Stépsel gefiillt waren. Die Inversion geschah in 
einem Thermostaten bei 50°. 

B. Wie A, jedoch statt schwefliger Saure allein: 3°iges SQ, 
+ 2,53% Na,SQ,. 





A B 
Zeit Inversion in 1,5 °/9 SO,-Lésung Inversion in 1,5 °/)5 SO g-Lésung 
P ohne Sulfat mit Sulfat 


Min. bal ; “p 


0 + 6,79 — + 6,72 — 

15 + 5,65 0,0989 + 5,83 0.0069 

30 + 4,76 0.0084 + 5,03 0.0069 

60 + 3,09 0,0086 + 3,81 0,0065 

180 — 0,58 0.0091 + 9,67 0.0061 

fore 2.37 ~~ — 2,35 . 

Wir haben auch Versuche ausgefiihrt, bei welchen die Kolben 
nicht ganz mit Fliissigkeit gefiillt waren, und zwar in der Weise, dab 
statt 50ccm Gesamtfliissigkeit 40 ccm zur Fiillung benutzt wurden. 
Dadurch wurde aber das Resultat nicht wesentlich beeinfluBt. 

Aus den vorliegenden Resultaten geht also hervor, daB die giinstige 
Wirkung des Natriumsulfats auf den SQO,-AufschluB des Holzes mit 
der Herabsetzung der Wasserstoffionenkonzentration der Séure, welche 
dieses Salz bewirkt, zusammenhaingt. Die Ergebnisse sind somit ge- 
eignet, die Theorie des Verfassers tiber die Bedeutung der Wasserstoff- 
ionenkonzentration fiir den Sulfitzellstoff-KochprozeB zu stiitzen. 

Die Untersuchungen werden fortgesetzt. 

Bei den vorliegenden experimentellen Untersuchungen wurde ich von 
den Herren Dr. Gustav Steinbrunn und Dipl.-Ing. T'. Johnson bestens unter- 
stiitzt. 








Eine Halbmikromethode zur Kohlenstoffbestimmung 
in biologischen Fliissigkeiten. 


Von 
Tomiji Osuka. 


(Aus der Experimentell-biologischen Abteilung des Pathologischen Instituts 
der Universitit Berlin.) 


(Eingegangen am 17. November 1931.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


I. Einleitung. 


Die Kohlenstoffbestimmung in biologischen Fliissigheiten wurde 
bisher fast durchweg durch nasse Verbrennung und Oxydation der 
entstandenen Gase nach der alten Liebigschen Elementaranalyse im 
Verbrennungsrohr ausgefihrt. In den letzten Jahren haben nun die 
verschiedensten Forscher [z. B. T'angl-Kereszky (1), Gomez (2) und 
Voit (3)] diese Apparaturen zu verbessern gesucht, weil sie in vielerlei 
Beziehungen den modernen Anforderungen nicht mehr geniigten. 
Auf anderen Gebieten sind die Makromethoden schon langst gréBtenteils 
durch Mikro- oder Halbmikromethoden — man denke nur an die 
Preglsche Mikromethode (4) — ersetzt worden; in bezug auf die Kohlen- 
stoffbestimmung in biologischen Fliissigkeiten hat sich jedoch keine 
der neueren Mikromethoden durchsetzen kénnen. Die vorliegende 
Arbeit hat den Zweck, diese Liicke, die sich bei klinischen Arbeiten 
oft unangenehm bemerkbar macht, auszufiillen. 

An mikrochemischen C-Bestimmungen ist kein Mangel. Erst in letzter 
Zeit wurden diese Methoden vielfach im Zusammenhang miteinander 
erértert, und dabei wurde natiirlich auch auf die Mikromethode von Nicloux 
hingewiesen, die zur Bestimmung des Kohlenstoffs in geringen Mengen 
biologischer Fliissigkeiten von diesem franzésischen Forscher in StraBburg 
ausgearbeitet wurde und verhaltnismaBig wenig Zeit und Reagenzien er- 
fordert. Dazu wird jedoch bemerkt: ,,Die Methoden (Nicloux, Boivin, 
Lescoeur) sind insofern nicht exakt, als die Reagenzien einen Blindwert 
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geben und auBerdem die starke Absorptionslauge mit Luft in Berthrung 
kommt*‘ (5). 

Es ist jedoch gerade diese Methode (6) (7), die ich wegen ihrer EKinfach- 
heit und Schnelligkeit fiir am aussichtsreichsten von allen anderen bekannten 
Methoden hielt, als ich daran ging, eine fiir klinische und physiologische 
Zwecke geeignete schnelle und einfache C-Bestimmungsmethode, eventuell 
unter Zugrundelegung einer der bekannten Halbmikro- oder Mikromethoden, 
zu schaffen. Man vergleiche mit der Methode von Nicloux die von Lieb 
und Krainick ausgearbeitete Mikromethode fiir | bis 3 mg C, die fiir den 
vorliegenden Zweck, naimlich eine klinisch brauchbare Schnellmethode zu 
schaffen, wohl zu kompliziert ist: bei dieser Methode wird das entweichende 
Gas im Sauerstoffstrom zwecks vélliger Oxydation iiber gliihendes Platin 
geleitet, wobei Halogen durch erhitztes Silber zuriickgehalten wird. Es 
kam mir jedoch nicht so sehr daraut an, kleinste C-Mengen quantitativ 
zu erfassen, sondern die Méglichkeit zu haben, mehrere biologische F liissig- 
keiten in kurzer Zeit nebeneinander quantitativ auf Kohlenstoff zu unter- 
suchen, wobei natiirlich auch eine Halbmikrobestimmung in Frage kommen 
konnte, wenn sie nur schnell und einfach genug arbeitete. Wahrend die 
Fehlergrenzen der Methode von Lieb-Krainick zu 0,1 bis 0,2°, angegeben 
werden, hatte ich von Anfang an die Absicht, mich mit etwa 1°, Fehler 
abzufinden, wenn nur alle anderen gestellten Bedingungen erfiillt blieben. 
Die Methode von Dieterle kam wegen der gravimetrischen Bestimmung 
fiir mich nicht in Frage. Und aus diesen und dhnlichen Griinden muBten 
alle anderen bekannten Mikro- und Makro-('-Bestimmungsmethoden fiir 
meine Zwecke ausscheiden. 

Die Verdienste von Nicloux in bezug auf seine Mikromethode 
k6nnen nicht hoch genug veranschlagt werden. Das sei hier ausdriicklich 
betont. Man kann auch seine Methode wegen des oben von anderen 
Forschern gemachten Vorwurfes eines ,,Blindwertes‘‘ nicht ohne weiteres 
verurteilen, denn Nicloux hat diesen Blindwert, der zum Teil durch die 
Beritihrung der Absorptionslauge mit Luft, zum anderen Teile durch einen 
CO,-Gehalt der Reagenzien verursacht wird, durch einen bestimmten 
experimentell festgestellten Durchschnittsfaktor mit in Rechnung gezogen. 
Wenn ich trotzdem die Methode von Nicloux weitgehend modifiziert habe, 
so habe ich das nur deswegen getan, um sie fiir bestimmte Zwecke geeignet 
zu machen, fiir die sie von Anfang an, jedenfalls nicht in vollem Umfange 
gedacht und befahigt war. Die Veranderungen, die ich mit freundlicher 
Unterstiitzung von Herrn Dr. Liss, dem chemischen Assistenten des Labora- 
toriums, an der Methode vorgenommen habe, sind rein apparativer Natur 
und dienen dem Zweck, den Apparat fiir die schnelle, leicht handliche 
serienmaBige C-Bestimmung von Harn oder Blut geeignet zu machen, um 
Kliniken die Méglichkeit zu geben, auch von nicht spezifisch-chemisch 
ausgebildeten Kraften, wie sie z. B. fiir die Makrobestimmung des Kohlen- 
stoffs ungeeignet waren, quantitative Kohlenstoffbestimmungen aus- 
fiihren zu lassen. Es ist dabei weniger notwendig, wie ich schon oben betont 
habe, immer innerhalb kleinster Fehlergrenzen zu bleiben, als da®B eine 
ganze Serie von Bestimmungen nebeneinander von Laboranten oder 
Laborantinnen in kurzer Zeit ohne Schwierigkeiten bewaltigt und die 
in biologischen Flissigkeiten vorhandenen C-Mengen mit hinreichender 
Genauigkeit bestimmt werden kénnen. Fiir diese physiologischen und klini- 
schen Bediirfnisse muBten an dem Apparat von Nicloux die im folgenden 
beschriebenen weitgehenden Anderungen vorgenommen werden. Es sei 
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hervorgehoben, da®B der urspriingliche Apparat von Nicloux innerhalb 
seines kleineren Anwendungsbereiches, also kleinere Substanzmengen mit 
groBerer Genauigkeit zu erfassen, dann ausreichende Dienste nach meinen 
KErfahrungen leistet, wenn man sich lange Zeit auf seine subtile Behandlungs- 


weise eingestellt hat. 


II. Apparative Verinderungen. 


Die apparativen Anderungen, die an dem urspriinglichen Apparat 
von Nicloux vorgenommen werden muBten, um ihn fiir den oben be- 
schriebenen Zweck geeignet zu machen, fanden in viererlei Richtungen 
statt: 

1. Veranderungen in bezug auf die Evakuierbarkeit des Apparates. 

2. Anderung der Apparatform. 

3. VergréBerung des Apparates. 


4. Reagenzienverbesserung. 


Nach Durchfihrung aller dieser Verinderungen war ein Apparat 
geschaffen, der in‘jeder Beziehung den Zwecken entsprach, fiir die er 
gedacht war. Im folgenden sollen nun die eben bezeichneten vier Punkte 


niher ausgefiihrt werden. 


1. Verdnderungen in bezug auf die Evakuierbarkeit des Apparates. 


Fir die exakte Durchfiithrung der C-Bestimmung ist es erforderlich, 
daB der Apparat so eingerichtet ist, daB er ein starkeres Vakuum festhalt, 
auch wenn er starker erhitzt wird. 


Ich habe zu diesem Zwecke zunichst den Gummikork durch 
eine Glasschliff ersetzt. Nicloux hatte auch bereits diese Verbesserung 
versucht, ist aber wieder davon abgegangen. Ich habe den Schliff aus 
mehreren Griinden wieder eingefiihrt. Es liegt doch eine gewisse Gefahr 
darin, daB Gummiteilchen in die Lésung hineinfallen kénnen, oder dai 
die Lésung beim Umschwenken gelegentlich an den Gummi herankommt 
und so etwas von ihm auflést. Dann muB der Gummi auch von Zeit zu Zeit 
erneuert werden, da er langsam verbraucht wird. Und schlieBlich ist es 
beim Glasschliff unméglich, daB beim Beginn des Saugens noch Luft ein- 
gesogen wird. Dies allerdings unter der Voraussetzung, daB ein geeignetes 
Schmiermittel, welches méglichst indifferent (kohlenstofffrei) sein muB, 
fiir den Schliff verwendet wird. Es ist mir gelungen, dieses Schmiermittel 
in der Pyrophosphorsaure zu finden. Ein wenig Pyrophosphorsiure, gleich- 
maBig auf den Schliff verteilt, macht ihn ideal geeignet fiir die vorliegende 
Beanspruchung. Am SchluB8 der Analyse geniigen ein paar Wassertropfen, 
um den Schliff wieder auseinandernehmen zu kénnen. LaéaBt man noch 
dazu den Schliff in einer Einheitsschlifform ausfiihren, dann entsteht auch 
durch die dadurch erméglichte Auswechselbarkeit bei einem unvorher- 
gesehenen Bruch keine Verzégerung der Analysen. 
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Ersetzt man ferner den auch nicht immer zuverlissigen eingeschliffenen 
Glasstab im Schwefelséurebehalter wieder durch einen Glashahn und 
fiihrt einen solchen noch oberhalb des Kalilaugebehalters ein, dann braucht 
man nur noch ein geeignetes Schmiermittel anzuwenden, um den Apparat 
absolut vakuumfest zu gestalten. Als Schmiermittel bei der Schwefel- 
siurekugel dient entweder Schwefelséure selbst oder auch in vortrefflicher 
Weise Pyrophosphorséure. Der Hahn oberhalb der Kalilaugekugel erhalt 
eine ganz diinne Schicht Vaseline. 

Es ist noch darauf hinzuweisen, da®B die Schliffe méglichst lang (Mantel 


etwa 2'/,cm) und als Feinschliffe ausgefiihrt werden miissen. 


2. Anderung der Apparatform. 


Ich habe bei der urspriinglichen Apparatform 6fters feststellen 
miissen, daB das Reaktionsgemisch beim Erhitzen nach oben kletterte, 
zuweilen sogar bis in die Kalilaugekugel hinein. Infolgedessen habe 
ich den unteren Teil des Reaktionsglases zu einer Kugel ausblasen 
lassen, die bequem die ganze Mischung faBt. Oberhalb der Kugel 
verengt sich das Rohr bis auf einen ziemlich kleinen Querschnitt, um 
dann langsam bis zum Schliff breiter zu werden. Sollte dennoch ge- 
legentlich etwas Reaktionsgemisch aufsteigen, dann faingt sich dieses 
an der rechtwinkligen Knickung mit Kugelansatz, die sich unterhalb 
der Kalilaugebirne befindet. Die Kugel faBt ungefahr 15 ccm (siehe 
auch unter 3.), der enge Halsteil oberhalb derselben hat einen 
Durchmesser von etwa lem. Die ganze Anlage ist auch giinstig 
zum Abfangen der durch itibermaBiges Kochen  entstehenden 
Schwefelsiuredimpfe, die im allgemeinen nicht tiber die Knickung 
hinauskommen. 

Der Apparat bietet durch die vorgenommenen Anderungen soviel 
Sicherungsmafinahmen gegen falsche Behandlung, daB er dadurch auch 
praktisch weniger vorgebildeten Personen unbedenklich in die Hand 
gegeben werden kann, eine Feststellung, die man bei dem Apparat von 
Nicloux nicht machen kann. 


3. VergréBerung des Apparates. 


Ich bin mit meinen SicherheitsmaBnahmen noch weiter gegangen 
und habe den bisherigen Apparat auf mehr als das Doppelte vergréBert. 
Die untere Kugel hat demnach ein Volumen von etwa 30ccm, der 
gesamte untere Kolben einschlieBlich der Kugel von etwa 50 ccm. 
Die Kalilaugebirne faBt etwa 60 ccm, der Schwefelsdiuretrichter un- 
gefahr 30 ccm. 


Mit diesem vergréBerten Apparat gelingen alle Bestimmungen 
bis zu Flissigkeitsmengen von 4ccm bzw. Kohlenstoffmengen bis 
zu 9 mg. 
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Der Apparat sieht nunmehr folgendermaBen aus: 

















Abb. 1. 
z = Glasrohrteile. 
b, s = Glashihne 


B = Kalilaugebirne. 

S = Schwefelsiure- 
gefab. 

4 = Ausbuchtung am 


rechtwinkligen 
Knick. 
L = Luftloch. 
r = Grofer Schiiff. 
V Verengung. 
kK = Kugel. 
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Abb. 2. 


Abb. 2 zeigt vier Apparate, die in dem eigens fiir diesen Zweck konstruierten 

Gestell nebeneinander erhitzt werden kiénnen. Sie befinden sich in dem Gestell 

in schriger Lage mit der Kalilaugebirne leicht nach unten geneigt. Zum 

Schutz fiir den Experimentierenden befindet sich vor dem Gestell eine heraus- 
nehmbare Glasscheibe. 
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4. Reagenzienverbesserung. 


Bei der Priifung gewisser chemischer Substanzen trat so starkes 
Schiumen auf, daB eine Bestimmung unméglich erschien. In diesem 
Falle kann man durch Zusatz von 1/5, Teil gegliihter Kieselgur auf 1 Teil 
Natriumsulfat (Mischung der beiden im Mérser) und bei vorsichtigem 
Erhitzen die C-Bestimmung durchfihren. 

Im ibrigen werden die Reagenzien wie foigt verwendet (8): 

1. Kaliumbichromat pro analysi, gepulvert. 

2. Silberbichromat: 5g Kaliumbichromat werden in 75 ccm Wasser 
gelést und mit einer Lésung von 5 g Silbernitrat in 25 cem Wasser versetzt. 
Absaugen des Niederschlags, Nachwaschen und Trocknen (z. B. im elektri- 
schen ‘lrockenschrank) bei 110 bis 115°. 

3. Kohlensiéiurefreie, etwa 2n Kalilauge: 150g KOH in Stangen 
werden in 1000 ccm Wasser gelést und eine kochende Lésung von 10g 
Bariumhydroxyd in 100 cem Wasser hinzugefiigt. Man lai®t absetzen und 
priift, ob weiterer tropfenweiser Barytzusatz noch eine Fallung hervorruft. 
Die Lauge wird in einer Flasche aufbewahrt, die oben mit einem dreifach 
durchbohrten Gummistopfen verschlossen ist. An die eine Offnung ist ein 
Natronkalkrohr angeschlossen, durch die andere Offnung geht horizontal 
ein Glasrohr, mit dem dann senkrecht nach unten eine Biirette verbunden 
ist, die am Ende durch einen Glashahn verschlossen ist. Unterhalb des 
Glashahnes befindet sich noch ein Glasrohransatz, der wiederum durch 
einen Quetschhahn abgeschlossen ist. Zwischen Glashahn und Quetsch- 
hahn zweigt ein Glasrohr wagerecht ab, das in der Mitte auch einen Glashahn 
trigt. Dieses Glasrohr geht dann nach oben hinauf durch die dritte Durch- 
bohrung des Gummistopfens. 

4.u. 5. 0,05n KOH; 0,05n HCL. 

6. Die 0,05n HCl (Lésung Nr. 5) wird mit 3 bis 5 Tropfen Methylrot 
nach Pregl auf pro 1 Liter der Lésung versetzt. Methylrot nach Pregl 
= 0,1 g Methylrot wird mit einigen Tropfen n/10 Sodalésung in einem 
kleinen Mérser verrieben. 

7. Natriumsulfat, wasserfrei, reinst. 


Ill. Ausfiihrung der Bestimmung. 


Man kann mit dem vorstehend beschriebenen Apparat 3,5 bis 9 mg 
Kohlenstoff bestimmen. Von normalem menschlichen Harn verwendet 
man lcem. Gegebenenfalls muB der Harn verdiinnt und ein Teil der Ver- 
diinnung zur Analyse gebracht werden, oder es miissen mehrere Kubik- 
zentimeter (bis zu 4 ccm Fliissigkeit sind méglich) genommen werden. 

Man gibt die Harnmenge mit einer Pipette in die Kugel K und 
versetzt sie mit der zweieinhalbfachen Menge Natriumsulfat, wo- 
durch alle Fliissigkeit absorbiert wird. Dazu gibt man 0,12 bis 0,14 g 
Silberbichromat und 0,43 bis 0,48 g Kaliumbichromat. In die Kali- 
laugebirne B gibt man 1,0 bis 1,2 ccm carbonatfreie, etwa 2 n Kalilauge 
durch das ziemlich weite Rohr w, nachdem vorher der Glashahn 6} 
mit Spuren Vaseline beschmiert wurde. Man schmiert jetzt den Schliff r 
mit etwas Pyrophosphorséure ein und setzt den Apparat luftdicht 
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zusammen. Der Glashahn s wird ebenfalls mit Pyrophosphorsaure 
geschmiert und in die Offnung von S etwa 1 ccm konz. Schwefelsaiure 
geben. 

Man wascht das Glasrohr w mit destilliertem Wasser und evakuiert 
von w aus I bis 1'/, Minuten lang mit einer Wasserstrahlpumpe unter 
einem Druck von weniger als 30mm. Ist der Apparat luftleer gepumpt, 
schlieBt man den Hahn 6 und unterbricht die Verbindung mit der 
Pumpe. Dann fillt man das Rohr w mit carbonatfreiem Wasser, um 
so den Hahn 6 abzudichten. 

Der Apparat wird in siedendes Wasser getaucht und nun mdglichst 
schnell destilliert. Die Birne B kann dabei mit feuchter Gaze gekihlt 
werden, bis alle Feuchtigkeit innen entfernt ist. Darauf nimmt man 
den Apparat aus dem Wasser und stellt ihn in sein Gestell. Nach einigen 
Minuten, wenn die Kugel etwas abgekiihlt ist, gieBt man etwa 15 ccm 
konz. Schwefelsaure in den Trichter 8S. Durch vorsichtiges Offnen des 
Hahnes s ]aBt man etwa drei Viertel der Schwefelsiure langsam in die 
Kugel K tropfen, worauf sofort die Reaktion beginnt. Man erhitzt vor- 
sichtig und schwenkt etwas den Apparat, um die Kalilauge an den 
Wanden der Birne B zu verteilen. Beim Hochsteigen des Reaktions- 
gemisches muB das Erhitzen unterbrochen und einige Tropfen Schwefel- 
siure eingetropft werden. Das Rohr w kann mit Wasser nachgefiillt 
werden, wenn dieses bereits eingesaugt sein sollte. 

Die Kugel wird bis zum Aufhéren der Gasentwicklung und Griin- 
farbung der Lésung erhitzt, ein Vorgang, der im allgemeinen 20 bis 
25 Minuten dauert, spaitestens jedoch in 30 Minuten beendet ist. Man 
kann ohne Schutzbrille arbeiten, wenn man eine Glasscheibe vor das 
Gestell mit den Apparaten aufbaut. Ich hatte auch ohne diese Vorsichts- 
maBregel arbeiten kénnen, denn es ist bei meinen zahlreichen Versuchen 
niemals etwas UnvorschriftsmaBiges vorgekommen. 

Nun wird der Apparat bei r, eventuell unter AufgieBen von etwas 
Wasser und nach einigen Minuten Wartens, auseinandergenommen und 
der Ansatz z —y—A— x bis zum Beginn der Birne B mit Wasser ge- 
waschen und eventuell bei z ein wenig gesaugt, um die Wassertropfen aus 
dem Ansatz zuentfernen. Die Kalilauge wird durch das Rohr w in ein 
Zentrifugenglas von etwa 25 ccm Inhalt gegossen und die Birne B etwa 
dreimal mit je 3 bis 4ccm kohlenséurefreiem Wasser nachgespilt und 
ebenfalls in das Zentrifugenglas gegeben. Das Zentrifugenglas wird nun- 
mehr leicht verkorkt und in ein siedendes Wasserbad getaucht. Dann gibt 
man dazu etwa 5 bis 7ccm einer siedendheiBen, 10 °%,igen Bariumchlorid- 
lésung, rihrt mit einem diinnen Glasstébchen um, verstopft wieder 
das Glas und lat den Niederschlag absetzen. Danach wird die Lésung 
nach Zusatz einiger Tropfen Alkohol, die ein Heraufkriechen des 
BaCO, verhindern, 45 Sekunden zentrifugiert und die tberstehende 
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Fliissigkeit vorsichtig abgegossen. Der Rest der Fliissigkeit wird 
durch Filtrierpapier aufgesaugt. Zum Niederschlag von Barium- 
carbonat wird heiBes, ammoniakhaltiges Wasser (100 cem destilliertes 
Wasser, das mit 4 Tropfen einer 10°,igen Ammoniaklésung versetzt 
ist) gegeben und wieder umgeriihrt. Dazu kommen wieder einige 
Tropfen Alkohol. Jetzt zentrifugiert man 45 Sekunden, wascht den 
Niederschlag mit kaltem Wasser aus, zentrifugiert alles noch einmal und 
gieBt schlieBlich ab. 

Der Niederschlag wird mit genau 20 ccm n/20 Salzsiure versetzt, 
die mit Methylrot gefarbt ist. Sollte die rote Farbe daraufhin ver- 
schwinden, werden noch 10 oder 15 ccm Salzséure hinzugegeben. Man 
rihrt um und gieBt in einen Hrlenmeyer-Kolben von etwa 100 ccm 
Inhalt und spilt noch mit destilliertem Wasser nach. 

Der Erlenmeyer wird erhitzt, bis der ganze Niederschlag geldst 
ist. Diese Lésung wird sofort mit n/20 Kalilauge titriert. 

Die Berechnung ist die von Nicloux: Die verbrauchte Salzsaure- 
menge (N-n), vermindert um 0,3, ergibt mit 0,3 multipliziert die Menge 
Kohlenstoff in Milligramm. Demnach ist 

Menge Kohlenstoff in Milligramm = [(N-n) — 0,3]mal 0,3. 
Diese Menge ist bei Anwendung von | ccm Harn pro Liter: 
[(N-n) — 0,3]mal dreimal 1000 mg C. 
Die Subtraktion von 0,3 ist die Korrektion des Fehlers, der schon durch 
den Kohlensauregehalt der Luft unvermeidlich ist. Man kann jedoch 
leicht durch einen Blindversuch feststellen, daB der Fehlerwert dieser Kor- 
rektur ganz minimal ist, wenn man nur mit der Kalilauge solange stets 
vorsichtig und schnell umgeht, wie sie mit der Luft in Beriihrung steht. 

Die Benutzung des Apparates kann beliebig lange unterbrochen 
werden, ohne daB beim ,,Wiederingangsetzen‘ neue Schwierigkeiten, 
wie sie in diesem Falle bei anderen Methoden eintreten kénnen (9), 
vorkommen. 

IV. Ergebnisse der Bestimmung. 


Ich habe fiir die verschiedensten chemischen Substanzen die 
}-Bestimmung mit der durch Verbesserung des Niclouxschen Apparates 
geschaffenen Halbmikroapparatur! durchgefiihrt, und zwar in der 
Weise, daB von einer Substanz mehrere Lésungen verschiedener Kon- 
zentration gemacht wurden und von diesen Lésungen wiederum ver- 
schiedene Mengen zur Anwendung kamen (Tabelle 1). 

Danach wurde die Bestimmung auch noch an trockenen Substanzen 
in demselben Apparat ausgefiihrt (Tabelle II). 

* Anm.: Die Apparatur sowie alles Zubehér wird von der ,,Labag‘, 


Laboratoriums-Ausriistungs-G.m.b.H., Berlin NW 6, Luisenstr. 51, in 
den Handel gebracht. 
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AuBerdem habe ich durch Vergleich mit der Makromethode an ver- 
schiedenen Harnendie Brauchbarkeit meines Apparats erwiesen (Tab.111). 
Mit meiner Apparatur ist man also imstande, den Kohlenstoff 
in biologischen Flissigkeiten schnell, einfach und fiir klinische und 
physiologische Zwecke geniigend genau zu bestimmen. 
V. Tabellen. 
Tabelle I. 


Bestimmung des C von Lésungen. 





Verwendete Prozentgehalt . ‘ ‘ 
: _— C-Menge in mg Fehler 
Lisungs- oder 

menge Normalitit 
in ecm der Lésung theoretisch experimentell in mg in %o 


a) Harnstoff CH,N,0. 


4,50 1,0 8,993 8,885 0,108 1,201 
4,50 1,0 8,993 8,909 0.084 0,934 
2,25 2.0 8,993 8,986 0,007 - 0,078 
2,25 2,0 8,993 9,083 + 0,090 + 1,002 
3,50 1,0 6.994 6,973 — 0,021 ~ 0,300 
3,50 1,0 6,994 7.004 + 0,010 + 0,143 
1,75 2.0 6,994 7,076 + 0,082 + 1,172 
1,75 2,0 6.994 6,891 — 0,103 1,473 
2,59 1,0 4,996 5,002 + 0,006 + 0,120 
2.50 1,0 4,996 4,914 0,082 — 1,641 
1,25 2.0 4,996 4,995 — 0,001 0.020 
1,25 2,0 4,996 5,080 + 0,084 + 1,681 
3,50 0,5 3,497 3,433 0,064 — 1,830 
3,50 0,5 3,497 3,491 — 0,006 0,172 
1,75 1.0 3,497 3.499 0,002 - 0,057 
1,75 1,0 3,497 3,570 + 0,073 + 2.087 
b) Oxalsiure C,0,H, + 2 H,0. 
3,59 n/d 8,400 8,341 — 0,059 — 0,702 
3,50 n/5 8,400 8,474 + 0,074 + 0,881 
1,75 n/2,5 8,400 8,518 + 0,118 + 1,405 
1,75 n/2.5 8.400 8,398 0,002 0,024 
2.50 n/5 6.000 6,090 + 0,090 + 0,150 
2.50 n/5 6,009 6,001 + 0,001 + 0,002 
1.25 n/2.5 6.000 6,008 +. 0,008 t 0.133 
1,25 n/2,5 6,000 5,904 — 0,096 — 1,600 
3,50 n/10 4,200 4,197 ~ 0,003 — 0,071 
3,50 n/10 4,200 4,217 + 0,014 + 0,333 
1,75 n/5 4,200 4,134 — 0,066 — 1,571 
1,75 n/d 4,200 4,121 0,079 — 1,881 
2,50 n/10 3,000 3,092 + 0,092 + 0,066 
2,50 n/10 3,000 3,071 + 0,071 + 2,367 
1,25 n/5 3,000 2,949 — 0,051 — 1,700 
1,25 n/5 3,000 2.990) ~ 0,010 0.333 
c) Ameisensaures Natrium H COONa. 
2.00 2.0 7,058 7,052 0,006 — 0,085 
2.09 2.0 7,058 7,127 + 0,069 + 0,978 
3.00 1,0 5,294 5,310 + 0.016 + 0,302 
3.00 1,0 5,294 5,201 — 0,093 — 1,757 
2,0) 1,0 3,529 3,523 0,006 0,017 


200 1.0 3,529 3,498 0,031 — 0,879 
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Verwendete Prozentgehalt 


Losungs- oder C-Menge in mg Fehler 

menge Normalitat 

in ecm der Lésung theoretisch experimentell in mg in 

d) Asparaginsaure C,O,H;N. 

4.00 0.4 5,772 5,708 — 0,064 1,109 
4,00 0.4 5,772 5,807 + 0,025 + 0,433 
4.00 0.4 5,772 5,823 + 0,051 +- 0,884 
4,00 0,4 5,772 5,750 ),022 0,381 


Tabelle Il. 


Bestimmung des © von trockenen Substanzen 





Verwendete C-Menge in mg Fehle1 
Material- 
menge meas 
in mg theoretis¢h experimentell in mg in ¢ 


a) Benzoesiiure C,H, .COOH. 








10.0 6.813 0,070 1.017 
10,0 6.697 0,186 2.702 
10,0 6,670 — 0,213 3,094 
b) Harnsaure C,H, N, Og. 
20.0 7.140 7.058 — 0,082 - 1,148 
20.0 7,140 6.924 0,216 3,025 
10.0 3.570 3.446 0.124 3.473 
Tabelle 111. 

Vergleich von Makro- und Mikromethode. 

C-Menge in g in 1000 cem stains 
Nr menschlicher Harne Differenz 


der arne » 
+ haem Werte durch die | Werte durch die 


Makromethode * Mikromethode** mS - 
1 7,340 7,292 0,048 0,654 
2 7,442 7.512 + 0,070 + 0,941 
3 7,842 7,889 0,047 + 0,599 
4 6,612 6,636 + 0,024 + 0,363 
5 6,723 6,642 0.081 1.205 
* Ausgefiihrt unter Verwendung von 10 cem Harn 
** Ausgefiihrt unter Verwendung von 1 cem Harn 
VI. Literatur. 
1) Tangl u. Kereszky, diese Zeitschr. 32, 266, 1911. 2) L. Gomez. 
ebendaselbst 167, 424, 1926. 3) Voit, ebendaselbst 215, 418, 1929. 
41) F. Pregl, Abderhaldens Handb. d. biochem. Arbeitsmethod. 9, 665, 
1918. 5) Referat in der Zeitschr. f. angew. Chem. 44, 457, 1931. 
6) Maurice Nicloux, Bull. Soc. Chim. Biol. 9, 639, 1927; 9, 758, 1927; 10, 
1271, 1928: ferner C. r. Soc. Biol. 96. 1416, 1927. 7) Man vgl. auch die 
Arbeit von F’. Negri, Bioch. Ter. Speriment. 56, Nv. 17, 1930. 8) Vgl. auch 


P. Rona, Praktik. d. physiol. Chem., 2. Teil, S. 410, 414 — 416, 1929 
9) Vgl. Friedrich, Zeitschr. f. angew. Chem. 44, 733, 1931. 








Kombinierter Indikator zur Azidimetrie. 


Von 
B. Groak. 


(Aus der LIT. Med. Klinik der kgl.-ung. Pazmany Péter-Universitat 
in Budapest.) 


(Eingegangen am 19. November 1931.) 


Indikatorenkombinationen zur Verfeinerung der azidi- und alkali- 
metrischen Titriermethoden sind schon 6fters aufgetaucht, haben aber 
keine allgemeine Verwendung gefunden. Die Verbreitung der Mikro- 
methoden im Laboratorium und in der Klinik, wie z. B. das Mikro- 
kjeldahlverfahren, erklaren die Suche nach einem. besseren Indikator. 
Den hier zu beschreibenden Indikator gebrauchen wir nun seit mehr 
als 2 Jahren mit bestem Erfolg, weshalb mir seine Beschreibung gerecht- 
fertigt erscheint. 

Die Zusammensetzung ist folgende: 

100 cem einer gesattigten alkoholischen Methylrotlésung (Griibler). 

4 cem einer 1°, igen wasserigen Methylenblaulésung (Methylenblau 
med. Merck). 

Das Methylrot, welches bekanntlich in der Alkaloidchemie vielfach 
gebraucht wird, schlagt von Rot iiber Orange nach Gelb um. Bei ge- 
eigneten Mengenverhaltnissen wird nun ein ganz bestimmter, scharf 
begrenzter Orangeton durch das Methylenblau genau komplettiert; 
die Begrenzung dieses Orangetones ist viel feiner und scharfer, als dal} 
sie ohne Hilfe der komplettierenden blauen Farbe mit freiem Auge 
wahrgenommen werden kénnte. Der Indikator ist demnach in saurer 
Lésung rotviolett (Rot und Blau), in alkalischer Lésung griin (Gelb 
und Blau), der Umschlagspunkt ist farblos. Natiirlich ist es von groBter 
Wichtigkeit, daB die Indikatoren in einem ganz bestimmten Mengen- 
verhaltnis vorliegen; wenn dies nicht der Fall ist, wird bei tber- 
schiissigem Methylenblau der Umschlag anstatt farblos blaulich, bei 
iiberschiissigem Methylrot gelblich ausfallen. Es empfiehlt sich des- 
halb, nach Bereitung einer gréBeren Menge (100 bis 200 ccm) des In- 
dikators eine Probetitration auszufiihren. Ist der Umschlag gelblich, 
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so sind der Gesamtmenge des Indikators einige Tropfen der 1° igen 
Methylenblaulésung zuzusetzen; sollte der Umschlag blaulich erscheinen, 
so miissen einige Aubikzentimeter der Methylrotlésung hinzugefiigt 
werden. Auch soll der Indikator sparsam gebraucht werden (etwa 
| Tropfen auf 10 bis l5ccm), da sonst der Umschlag wegen det 
merklichen Lichtabsorption nicht wasserhell-farblos ist, sondern einen 
schmutzig-grauen Ton erhalt. 

Da der Indikator CO,-empfindlich ist, mub die Titration, wie 
mit dem Phenolphthalein, in der Hitze ausgefiihrt werden. Wahrend 
der Titration nimmt die Farbintensitat zunachst ab, um tibet 
Farblos in der anderen Farbe wieder zuzunehmen. Der Umechlag, 
welcher bei px 5,5 stattfindet, ist bei richtig zusammengesetztem 
Indikator und heifer Titrierfliissigkeit so scharf, da man in 10 cem 
Gesamtmenge bequem bis auf 0,01 com einer n/l0O Séure- bzw. Laugen- 
losung titrieren kann. Bei gew6hntichen Biiretten und n/1l00 Lésungen 
wird der Umschlagspunkt, wenn man auf einen Tropfen titriert, in 
der Regel tibersprungen, indem bei Zusatz eines weiteren Tropfens die 
Farbe umschlagt. Soll die Empfindlichkeit des Indikators voll aus- 
genutzt werden, muBb man n 500 Lésungen nehmen oder eine Mikro- 
birette gebrauchen. Letztere Methode ist schon wegen der kleineren 


Flissigkeitsmenge vorteilhafter. 


()* 








Uber die Wirkung von Kohlenoxyd auf frische Pflanzen. 


Untersuchungen iiber die Absorptionsspektra der Chlorophylle 
a und } in Gegenwart von CO, N,, 0,, © 0,. 


Von 


M. Padoa und Nerina Vita. 
(luingegangen am 20. November 1951.) 
Mit 5 Abbildungen im Text. 


In einer friiheren Mitteilung haben wir bereits hervorgehoben (1), 
daB CO eine partielle oder, je nach seiner Konzentration, eine voll- 
standige Aufhebung des Assimilationsvorgangs bei Plantago maior 
und bei den Wasserpflanzen Lemna minor und Elodea canadensis bewirkt. 
Dagegen hebt es nicht die Atmung auf, ja, es verstarkt sie sogar, als ob 
die Pflanze durch die Oxydation sich davon befreien wollte. Diese 
Erscheinungen fiihrten uns zu der Annahme, da®B die Wirkung von CO 
auf die Pflanzen eine doppelte ist, namlich: 

1. DaB dieses Gas auf die verschiedenen enzymatischen Vorgange 
in verschiedener Weise einwirkt ; wir haben diesbeziiglich nachge wiesen, 
dab CO entweder die alkoholische Garung verhindert oder die inver- 
tierende Tatigkeit der Bierhefe bei Rohrzucker stark hemmt;: zudem 
konnte man auch den Nachweis liefern (2), daB bei keimenden Ricinus- 
samen die Tatigkeit der Lipase ungehindert blieb, wahrend die der 
Amylase stark gehemmt wurde. Weitere Versuche iiber eigenartige 
enzymatische Wirkungen gekeimter Samen in Gegenwart von CO sind 
noch im Gange. 

2. DaB Kohlenoxyd eine ausgesprochene Neigung zeigt, sich mit 
Chlorophyll zu verbinden, und dadurch eine Aufhebung der Assimilation 
verursacht; zu diesem Zweck haben wir schon einen experimentellen 
Nachweis der Absorption des CO durch die alkoholischen Lésungen 
der aus Spinat gewonnenen Chlorophylle a + 6 geliefert, wie auch der 
Absorption durch die frische Wasserpflanze Lemna minor. In beiden 
Fillen konnte man beobachten, daB Kohlendioxyd, Luft und Sauerstoff 
das absorbierte CO langsam verdrangen kénnen. 
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Die spektroskopischen und spektrophotometrischen Beobachtungen, 
die zur Identifizierung des Garboxyhamoglobins wie zu seiner quanti 
tativen Bestimmung gefiihrt haben, sind allgemein bekannt (3). 

Die auffalligste Verainderung, die beim Absorptionsspektrum des 
Hamoglobins bei der Bildung von Carboxyhamoglobin beobachtet 
wird, ist die Verschiebung des Streifens, der seinen Mittelpunkt bei 
577 we besitzt, auf 570 wae. 

Da aber bei friiheren Beobachtungen nur ein gewisser Unterschied 
zwischen den alkoholischen und den mit CO behandelten Lésungen von 
Chlorophyll auffiel, beschlossen wir, diese Spektra griindlicher und ein- 


gehender zu studieren. 


Kinleitende Vorbereitung der Chlorophylle. 


Wie aus den klassischen Untersuchungen von W/lstdtter bekannt ist. 
enthalt das Chlorophyll den Bestandteil @ (Cy.H ,.ON,Mg)COOCH 
(COO Cg Hag) 1, HO. welcher das Phytylchlorophytlid @. und den 
Bestandteil >, welcher das Phytylchlorophyllid 6 darstellt. 

(Cys Ho ON, Mg) (COOCH,)COOCy Hy. 

In alkoholischer Lésung enthalt der Auszug einiger griiner Pflanzen 
besonders der Galeopsis. das Enzym Chlorophyllase (Woillstdtter u. Stoll), 
welches Phytol gegen Athylalkohol austauseht und auch die einfach 
Hydrolyse. die zu den Chlorophyllinen «@ und # fiihrt, bewirken kann. 
Die Wirkung der Chlorophyllase ist eine spezifische: sie wird unwirksam 
bei ungefahr 60°. Jedoch schlieBt der weiter beschriebene ProzeB die von 
der Chlorophyllase ausgetibte Wirkung aus. 

Vorliegende Untersuchungen wurden in der Weise ausgeftihrt, dal 
man die Mischung der beiden Chlorophylle, wie auch die einzelnen Chloro 
phylle @ und 6 aus Spinatmehl (zunichst wahrend 3 Stunden aut 60° 
erwarmte und dann extrahierte. 

Von den Extraktionsmethoden. welche von Willstatter und = Mit 
arbeitern (4) beschrieben wurden, haben wir die von Willstdtter und Isler (5) 
gewahlt. weil sie uns zur Abtrennung des Carotins am geeignetsten erschien. 


Absorptionsspektra der Chlorophytie. 

Herlitzka hat das Spektrum der mit seiner Methode extrahierten 
Chlorophylle (a + 6) gegeben. Wahrscheinlich war der benutzte Auszug 
nicht ganz rein: die beobachteten Streifen stimmen jedoch befriedigend 
mit denen iiberein, die 7'swett (6) (7) (1907) und Willstatter gewonnen 
haben: letzterer mit reinen Produkten. Gewéhnlich wurden die Spektra 
in dtherischer Lésung gemessen. In Benzollésung ist die Zahl der Streifen 


genau die gleiche, und bei gleichen Konzentrationen stimmen auch die 
Endstreifen iiberein. doch sind die Streifen der gelben und = griinen 
Zonen verschoben (unsere Beobachtung). Schon Herlitzka hatte be 
merkt, daB die Lésung der Chlorophylle a und 6 ein gegeniiber cer 
alkoholischen Lésung verschobenes Spektrum zeigt. Was die Spektra 
des Chlorophylls in Lésung und in den Blattern betrifft, muB herver 
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vehoben werden, daB schon seit langem eine Verschiedenheit beobachtet 
wurde, die von Jvranowsky dem Kolloidzustand, in dem Chlorophyll 
in Blattern vorliegen sollte, zugeschrieben wurde: diesem Forscher 
war es durch Bereitung kolloidaler Lésungen von Chlorophyll gelungen, 
eine Analogie, aber keine Identitat mit dem Spektrum der Blatter 
zu erreichen: Herlitzka dagegen und spater Willstdtter stellten nach 
experimentellen Untersuchungen fest, daB die Verschiedenheit aus- 
schlieBlich dem Kolloidzustand zuzuschreiben sei. So wies Willstdtter 
nach, das wasserhaltige kolloidale Lésungen von Chlorophyll (mit 
1°, Aceton) sich denjenigen der Blatter ganz ahnlich erweisen. 

Was die Anwendung von Benzol als Lésungsmittel bei unseren 
Untersuchungen betrifft. so wurde dieses wegen der Stabilitaét des 
Chlorophylls in diesem Medium, wie auch wegen seiner geringen Fliichtig- 
keit und seiner Indifferenz gegeniiber den zu verwendenden Gasen 
(besonders dem Sauerstoff) gewahlt. 


Beschreibung der gewonnenen Absorptionsspektra und verschiedene 
Bemerkungen, 

Die Lésungen des Chlorophylls @ und 6, wie auch der getrennten 
Chlorophylle a und 6 enthielten 0.09 ¢ von kristallinischer Substanz 
in 100 g Lésungsmittel (Benzol). Die Lésungen wurden in verschiedene 
Portionen geteilt, von denen jede sorgfaltig gemessen und nach Be- 
handlung mit Gas genau wieder auf das urspriingliche Volumen gebracht 
wurde. Diese Sorgfalt betreffs der Konzentration ist durchaus notig. 
um eine absolute Vergleichbarkeit der Spektra zu erreichen, sowoh] 
betreffs der Lage, wie auch der Starke der Strcifen. Die Gasbehandlung 
mit den verschiedenen Gasen (CO, CO,, O,, N,) geschah im Dunkeln, 


um die Verdinderung des Farbstoffs zu verhindern, und dauerte mehrere 


Stunden. 

Durch spektroskopische Vergleichsmessungen mit reinem Chloro- 
phyll konnten wir uns iiberzeugen, dab die durch die Behandlung 
mit verschiedenen Gasen erzielten) Spektralveranderungen — unter 
unseren Bedingungen maximal waren. 


]. Lésunge Moron Chloroph yll ad b. 


Aus den vorliegenden Photographien kann man den Unterschied 
zwischen den mit CO, CO,, O, und N, behandelten Lésungen und den 
sogenannten reinen Lésungen deutlich ersehen: letztere Lésungen 
sind, wenn sie nach Willstdtier und Stoll gewonnen wurden, jedoch 
wahrscheinlich nicht ganz rein, sondern enthalten mit O, partiell ver- 
bundenes Chlorophyll: diese Bindung wurde durch die langdauernde 
Luftdurchstr6mung der Talkmassen, welche zur Fallung gedient hatten, 


verursacht. 
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Diese Behandlung mit Luft hatte sich zur vollstandigen Vertreibung 
der adsorbierten LOsungsmittel. welehe die darautfolgenden Reimigungs 
prozesse beeintrachtigt hatten, als notig erwiesen Dadurch wollen wi 
wiederum darauft hinweisen, da Stickstoff nicht mit dem Chlorophyll in 
Bindung tritt. 

Die bemerkenswertesten Unterschiede betreffen die Zonen zwischen 
600 und 630 fu, zwischen 580 und 545 wu. wie auch die zwischen 490 und 


$50 wa, 


Wenn wir die Spektra der mit verschiedenen Gasen behandelten 
Losungen mit den Spektren der mit Stickstoff behandelten vergleichen, 
so kénnen wir bei Behandlung mit O, den Ausfall der zwei kleinen 
Streifen beobachten, die sich bzw. zwischen 6380 
und 600 wu und zwischen 5380 und 510 wa be- 
finden; bei CQ,-Behandlung findet man_ ein 
gleiches Verhalten. In diesen drei Spektren kann 
man aber (besonders wenn man die beigefiigten 
Photogramme betrachtet) eine auffallige Ver- 
anderung der Intensitatsverhaltnisse der Haupt- 
streifen beobachten, namlich des bei 710— bis 
665, 600 bis 580 und des bei 580 bis D490 440 “ 
liegenden. Fir Kohlenoxyd sind die Verschieden- — ,,3, 


heiten in den Spektren noch wichtiger, wie man 





aus der Photographie der Spektra, wie euch aus 
den Photogrammen ersehen kann: man hat in Chlorovhott 
diesem Falle einen starken Streifen zwischen 

600 bis 680 a0; Streifen S80 bis 545 uu ist fast verschwunden, und 
man bemerkt dafiir einen neuen Streifen gegen Violett zwischen 490 
und 450; auch in diesem Falle ist die Veranderung der Intensitats- 
verhaltnisse zwischen 710 bis 665 und 600 bis 580 1 bemerkenswert. 


Nach unserer Meinung macht das Verhalten von CO gegen Chloro 
phyll wahrscheinlich, daB auch bei den Lésungen, die mit JO, und CO, 
behandelt wurden, die Spektra durch eine partielle Verbindung diese 
Gase mit Chlorophyll leicht verandert sind, wahrend die Spektra der 
mit Stickstoff behandelten Lésungen als den reinen Chlorophyllen 
eigen gelten sollten. 


» 


Losunqen der qetrennten Chloroph ulle a und bh, 

\us den Spektren dieser Lésungen ergibt sich, daB die oben an- 
gefiihrte Verlingerung des Streifens 485 bis 450 der Komponente a 
die Verstarkung des Streifens 615 bis 680 der Komponente 6 zuzu- 
schreiben ist. 


Wenn, wie wir annehmen dirfen, die Veranderung der Spektra 


bei unseren Untersuchungsbedingungen einen Beweis daftir liefert, 
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da CO sich mit Chlorophyll verbindet, bestatigen die vorhergehenden 
Beobachtungen die Vermutung, daB sowohl Komponente @ wie auch 
Komponente 6 diese Verbindungen 

hilden. 


Abb. 3 
Chlorophyll a Chlorophyll 6 


Wir miissen hier darauf hinweisen, daB Willstditer und Stoll (8) 
die CO,-Absorptionen durch Chlorophyll @ und 6b in wasserhaltigen 
kolloidalen Lésungen gemessen haben und zum SchluB gekommen sind, 
daB dieses Gas sich mit beiden verbindet. Sie haben auch erwiesen, 
daB Kohlensaiure ohne Verinderungen von den Chlorophyllen ab- 
getrennt werden kann, indem man diese in Alkohol oder Ather lést 
und Luft durchstrémen laBt, oder indem man das Pigment durch Zu- 

sitze von NaCl zu den wasserhaltigen kollo- 
idalen Lésungen ausflockt. 
Wir haben versucht, einen spektro- 
skopischen Beweis fiir die Reversibilitat der 
Verbindung CO-Chlorophyll zu geben: die 
vorgelegten Photographien zeigen, daB man 
von dem Absorptionsspektrum einer mit CO 
behandelten Benzoll6sung von Chlorophyll a 
Abb. 4 und 6 allma&hlich zu dem die mit QO, be- 
Chlorophyll a +! handelten Lésungen kennzeichnenden Spek- 
trum gelangt, indem man langere Zeit dieses 
Gas durchstrémen laBt; es scheint jedoch, daB man die Chloro- 
phylle selbst von diesem Additionsprodukt unverindert wieder- 
gewinnen kann. 

An der Hand der Abb. 5 kann man einen Vergleich zwischen 

den Spektren der untersuchten Lésungen ziehen, indem man die Photo- 


gramme priift, die aus einigen von unseren Negativen durch Moll- 


Mikrophotometer gewonnen wurden. Wir miissen betonen, daB man 
die Spektren fiir die einzelnen Serien der getrennten Lésungen a und 6 
wie auch fiir die Serien der Lésungen a + 6 untereinander vergleichen 
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kann: dieser Vergleich ware aber unmdéglich zwischen den Losungen a 
und 6, wie auch zwischen diesen und den Lésungen a b. denn die 
Konzentrationen der Pigmente sind verschieden 
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Zur Vervollstandigung dieser Untersuchung ware es erwiinscht, 
die Dissoziationsgleichgewichte der Additionsprodukte zu prifen, 
besonders mit Kohlenoxyd und Kohlensaure. 
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Zusammenfassung. 


1. Es wurden Losungen von Chlorophyll a + 6, wie auch von den 
getrennten Chlorophyllen a@ und 6, in Benzol bereitet. 

2. Dabei wurde beobachtet. dab diese L6sungen bei Gasbehandlung 
mit Ny, O,, CO, und CO Veranderungen ihrer Absorptionsspektra auf- 
weisen, so daB man annehmen darf, dab, wie schon fiir CO und Hamo- 


vlobin bemerkt wurde, diese Gase (Ny ausgenommen) labile Verbindungen 


mit beiden Chlorophyllen bilden und daB Kohlenoxyd am stérksten 
gebunden wird. Diese Feststellung steht im Einklang mit den von 
uns fruher beobachteten Tatsachen beziiglich der Aufhebung det 
\ssimilation durch Kohlenoxyd in griinen Pflanzen. 


Bologna, BR. Scuola Superiore di Chimisa Industriale 
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Uber den Caleiumgehalt von Ratten. 


Von 
Hajime Aida. 


(Aus der Experimentell-biologischen Abteilung des Pathologischen Instituts 
der Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 21. November 1931.) 


I. Einleitung. 


Da seit der Entdeckung der Beziehungen des D-Vitamins zum 
Kalk-Phosphor-Stoffwechsel in gréBerem Umfang Ratten zu Versuchen 
iiber Fragen des Kalkstoffwechsels herangezogen werden, tritt oft das 
Bediirfnis hervor, itiber den Kalkgehalt des Rattenkérpers allgemein 
genauer orientiert zu sein. Insbesondere ist es von Interesse zu wissen, 
ob kleine Schwankungen in der tiglichen Kalkzufuhr bemerkenswerte 
Anderungen in dem Gesamtkalkgehalt der Versuchstiere herbeifiihren, 
und ob auBerdem ein verschiedenes Verhalten der Versuchstiere (Ruhe 
bzw. kérperliche Bewegung) von irgendeinem EinfluB auf den Gesamt- 
kalkgehalt der Tiere ist. 

Eine solche Untersuchung, die brauchbare Durchschnittswerte bringen 
sollte, muBte sich natiirlich auf eine gr6éRere Zahl von Tieren erstrecken. 
In meiner Arbeit teile ich die Befunde an 24 verschiedenen Ratten mit. 
Diese 24 Ratten waren in vier Gruppen zu sechs Ratten eingeteilt. Samtliche 
Ratten bekamen das gieiche Grundfutter einschlieBlich eines bestimmten 
Salzgemisches. Mit diesem Grundfutter bekam jedes Tier etwa '/,g Ca 
pro Tag zugefiihrt. 

Da einige Gruppen als additionelle Kalkzulage eine Losung von Kalk- 
salzen parenteral injiziert erhielten, bekamen die anderen Tiere an denselben 
Tagen eine gleiche Menge physiologischer Kochsalzlésung parenteral 
injiziert, um einen mdéglichen EinfluB der Injektion als solcher auf das 
Versuchsergebnis bei den verschiedenen Gruppen auszugleichen. 


Aus der zahlreichen Literatur seien nur die folgenden Angaben mit- 
geteilt. So stellen Robinson, Ruffman und Mason fest, daB bei Zugabe 
von CaCl, zur Nahrung im Korper nur 10°,, des Ca retiniert und nicht 
mehr als 30°, tiberhaupt resorbiert werden (1). Popow gibt an, daB Fin- 
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fuhrung von Lésungen von CaCl, in Milch per os oder subkutan im gesunden 
Meerschweinchen das Ca-Gleichgewicht nicht dandert (2). Intravendése 
Kalkzufuhr vermag lediglich fiir ganz kurze Zeit den Calciumspiegel zu 
erhéhen, der gleich darauf wieder ausgeglichen ist (3). Wiederholte intra- 
venése Calciumzufuhr fiihrt nicht zu erkennbaren Veranderungen des 
Organkalkes (4). 


II. Versuchsanordnung, 


Die Versuchsanordnung war folgende: Je fiinf Ratten befanden sich 
in einem Kafig und erhielten zusammen als Nahrung: 


Weizenschrot .... . . 20,0g 
Maisschrot eee: cosy pe 
Casein-Natrium .... . 10,0g 
Salzgemisch . . . ie. 2 
Orangensaft . ..... . 2,0cem 
We GC kk Sw tl ee 


Im ganzen hatte ich sechs Kasten mit je fiinf Ratten zur Verfiigung. 
Analysiert wurde in vier Serien, so daS sich in einer Serie je eine Ratte aus 
den sechs verschiedenen Kasten befand. Es wurden also im ganzen 24 Tiere 
untersucht. 


In der Tabelle I sind die Tage angegeben, an denen die Ratten wahrend 
des insgesamt 4 Monate dauernden Versuchs gespritzt wurden. Es wurden 
an diesen Tagen die Ratten der Kasten | und 4 mit je | cem physiologischer 
Kochsalzl6sung, die Ratten der Kasten 2 und 5 mit je 1 cem einer gut 
1°.igen Lésung von Calciumchlorid, -bromid und -jodid in Wasser und die 
Ratten der Kasten 3 und 6 mit je 2 cem dieser Kalklésung subcutan gespritzt. 


Die Gruppen | bis 3 fiihrten iibrigens keinerlei besondere Muskel- 


leistungen aus, abgesehen von den geringen Bewegungen, die sie bei dem 
Aufenthalt in den besonders engen Kafigen spontan vornahmen. Die 
Gruppen 4 bis 6 muBten dagegen in der Lauftrommel 1 Stunde taglich 
laufen, nachdem sie allerdings an den ersten Tagen entsprechend weniger 
gelaufen waren. Der Versuch begann am 7. April 1931. 


lil. Methodik. 


Nachdem nach dem letzten Injektionstage mehrere Tage vergangen 
waren, wurde aus jedem Kasten eine Ratte genommen und getétet. Die 
Daten fiir die Té6tung der Tiere finden sich in der Tabelle II verzeichnet. 
Die Tétung geschah derart, daB die betreffende Ratte unter ein umgekehrtes 
(las gesetzt wurde, unter dem sich ein paar Tropfen Chloroform befanden. 
Das Tier starb innerhalb weniger Minuten. Es wurde sofort geéffnet und 
Magen- und Darminhalt quantitativ entleert und ausgespiilt. Die Magen- 
und Darmwande wurden wieder zu dem Tier gegeben und alles zusammen 
in eine geréumige Platinschale gebracht. 


Das Tier wurde in der Platinschale vollkommen verascht. Die Knochen- 
asche wurde schlieBlich nach dem Erkalten fein gepulvert und bis zum 
WeiBwerden erhitzt. Dann wurde die Asche in salzséiurehaltigem Wasser 
auf dem Wasserbad aufgelést und die Lésung in einen 100-cem-MeBkolben 
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Von dieser Lésung wurden 10 ccm abgenommen und in einem 
MeB8kolben wieder auf 100 cem aufgefiillt und davon endlich 
abgemessen, um die Caleiumbestimmung nach Tisdall und 


Kramer (5) auszufiihren. Es wurden viermal je 0,1 com abgenommen und 


nur der errechnete Mittelwert der Einzelbestimmungen, die stets gut unter 


elinander 


ubereinstimmten, fiir die Tabelle IIT verwendet. 


IV. Tabellen. 


Tabelle I. 


Injektionstage der Ratten. 





April: 16. 18. 21. 23. 25 28. 30. 
Mai: 3. 5. s 9 12. 
Juni: 6. 8. 9. 10, 29. 30. 
Juli: 1. z. 3. 35. 23. 23. 24. 25. 
Tabelle 11. 
Tétungstage der Ratten. 
Serie Datum tasse Gewicht Kasten 
I 16. \ weih 140 1 
I 20. Vz. - 150 2 
I a. §6 COW " 155 3 
I 29. V.«. ‘s 155 4 
I i. Fé. ~ 165 5 
I 4. VI. ‘s 155 6 
IT 15. VI. schwarz 160 1 
II 18. VI. x 200 2 
Il 22. VI. ‘ 175 8 
lI 24. VI. - 200 4 
II 26. VI. - 155 5 
I] 29. VI. . 180 6 
Ill 6. VII. weil 165 4 
Ill 8. VII. _ 190 5 
Ill 10. VII. " 170 6 
Ill 14. VII. es 215 1 
Ill 17... Vid. 210 2 
Il zi. Vil. schwarz 165 3 
I\ LZ. VER. weib 150 3 
IV 19. VIII - 220 2 
I\ 21. VITI. m 155 1 
IV 24. VIII. r 180 4 
IV 26. VIII. 5 150 5 
IV 28. VIII. . 180 6 
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Tabelle III. Absolute Caleitumwerte der Ratten. 





Art der Tiere: Ruhetiere Lauftiere 
Kisten: l 2 3 q 5 6 
1 cem 1 com 
, + : 1 cem 2 cem . 1 cem 2 cem 
Art der Injektion | physiologi- ar? ate physiologi- + 4 
(Injektionstage sche Koch- Fal a, sche Koch- _— , — 
vgl. Tabelle 1) salzlésung = he 7 re 18 salzlisung ae asst 2 
subcutan subcutan subcutan subcutan subeutan subcutan 
Serie I 
mgCa der ge- 
samten Ratte 
(ohne Magen- 
u. Darminhalt ) 
vgl. auch Ta 
belle . . . 0,146 0,168 0,208 0,194 0,196 0,162 
Serie IT 
ebenso .. . 0,184 0,212 0,200 0,212 0,190 0,212 


Serie III 
ebenso** . . . 0,254 0,258 0,220 0,218 0,232 0,228 


Serie IV 


ebenso ** 0,196 0,248 0.182 0,206 0,164 0,192 
Zusammen. . . 0,780 0,886 0,810 0,830 0,782 0,794 
Im Durchschnitt 0,195 0,221 0,202 0,207 0,195 0,198 


Tabelle IV. Prozentuale Calcitumwerte der Ratten. 








Art der Tiere: Ruhetiere Lauftiere 
- Kusten:| 1 =| +3 | 8 ee 5 6 
aos deb iain a 1 cem 2cem 1 com leem 2 cem 
“(injektionst re ee om. Kalk- Kalk- ee hat Kalk- Kalk- 
1 Tab ‘ile'h) pe lsideung lésung* lisung a Izlés a lisung lésung 
Vor one alziosung subeutan = subentan S@Z/°SUNE copeutan | subcutan 
subcutan subcutan 
Serie I 
% Calvium der 
gesamten Ratte 
(ohne Magen- 
u. Darminhalt) 
Gewicht siehe 
Tabelle IT . . 1,04 1,12 1,34 1,25 1,19 1,05 
Serie IT 
ebenso .... 1,15 1,06 1,14 1,06 1,23 1,18 
Serie III 
ebenso ** 1,18 1,2% 1,33 1,32 1,22 1,34 
Serie IV 
ebenso** . . . 1,26 1,13 1,21 1,14 1,09 1,07 
Zusammen . . 4,63 4,54 5,03 4.77 4,75 4,64 
Im Durchschnitt 1,16 1,14 1,26 1,19 1,18 1,16 
Im Durchsehnitt 
in % CaO... 1,62 1,59 1,76 1,67 1,65 1,62 
* Kalklésung = gut 1°),ige wisserige Lisung von Calciumchlorid, -bromid und -jodid 
** Bereits nach Kasten geordnet (vgl. Tabelle III). 
: 
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V. Ergebnisse. 

Die absoluten Calciumwerte der Tabelle III habe ich auf das 
Gewicht des Tieres bezogen, das sich in der Tétungstabelle I] befindet, 
so daB ich auf diese Weise die Tabelle IV erhalten habe, die die Anzahl 
Prozent Calcium der Gesamttiere enthalt. 

Das Ergebnis dieser Versuche kann man folgendermaBen zu- 
sammenfassen: Der Kalkgehalt bei Berechnung auf Prozente des Lebend- 
gewichts war bei allen Tieren fast derse!be. Wenn man die Durchschnitts- 
werte fiir die einzelnen Gruppen berechnet, findet man eine sehr weit- 
gehende Gleichheit der Ca-Werte unter allen Gruppen. Es ist also 
aus diesen Versuchen zu schlieBen, daB bei der Versuchsdauer von 
etwa 4 Monaten es bei der vorliegenden kalkreichen Ernahrung fiir den 
Gesamtkalkgehalt des Koérpers gleichgiiltig ist, ob die Tiere sich in 
dieser Zeit in Ruhe befinden, oder ob sie taglich eine starkere Muskel- 
arbeit zu verrichten haben, ob die Tiere einen Bruchteil des Calcium- 
gehalts der Nahrung (bei meinen Versuchen handelt es sich etwa um !/,9) 
parenteral (im Laufe mehrerer Tage) zugefiihrt erhalten oder nicht. 
Solche sehr kleinen Sonderzulagen von Kalk kénnen wohl voriiber- 
gehend fiir kurze Zeit zu einer Retention fiihren, aber dann wird der 
normale Calciumgehalt des Kérpers wieder hergestellt. Will man durch 
parenterale Kalkgaben langerdauernde Retentionen herbeifiihren, dann 
muB man entsprechend gréBere Mengen Kalk zufiihren. 
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Zur Theorie der hydrotropischen Lésung. 


II]. Mitteilung: 
Die Bildung von Molekiilverbindungen. 


Von 
A. von Kathy. 


(Aus dem allgemeinen pathologischen Institut der Universitat in Debrecen.) 


(Eingegangen am 21, November 1931.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


1. Einleitung. 

In einer friiheren Mitteilung (1) wurde die Rolle der physikalischen, 
in erster Linie die der Oberflichen- bzw. Grenzflachenkrafte bei der 
Hydrotopie besprochen, in den folgenden soll nun die Rolle der dort 
bereits flichtig erwahnten Bildung von Molekilverbindungen ein- 
gehender untersucht werden, und zwar an einem physiologisch wichtigen 
Beispiel der Hydrotropie, an dem Lésungsvermégen der gallensauren 
Salze. 

Uber Molekiilverbindungen der Gallenséiuren sind seit mehreren 
Jahrzehnten Angaben in der Literatur zu finden. Man beschreibt seit 1886 
Verbindungen der Cholséure mit Alkoholen, Phenol, den aliphatischen 
Saureestern, Lecithin, Campher und sogar mit Stearinséiure. [Die aus- 
fiihrliche Literatur siehe bei Rheinboldt (2)|. Die ersten, die Gallensaure- 
Molekiilverbindungen eingehender beschreiben und untersuchen, sind 
Wieland und Sorge (3). Sie stellten die Molekiilverbindungen der Des- 
oxycholséiure mit den Fettséuren Palmitin- und Stearinséure, sowie mit 
vielen anderen Verbindungen dar, die sie dann .,Choleinsaéuren‘* nannten. 
Einige Jahre spiter synthetisiert Boedecker (4) die entsprechende Cholein- 
siure der Apocholséiure, wahrend bei der Cholséure die Darstellung von 
Choleinséuren nicht gelang [Wieland und Sorge, 1. c. (3)]. Ebenfalls 
negativ verliefen die Versuche von Windaus und Bohne, die Choleinséuren 
des von ihnen aus der Galle isolierten Isomeren der Desoxycholsaure. 
naimlich der H yodesoxycholséure, darzustellen (5). Auch hatte Rheinboldt 
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die Existenz von Choleinséiuren bei der Desoxycholséure und Apochol- 
saure (7) und die Nichtexistenz derselben bei der Cholséure [l. ¢. (2)] und 
bei der H yodesoxycholsaure (8) bewiesen. 


Die vielfachen Widerspriiche in den Literaturangaben, sowie die 
Wichtigkeit der Frage vom Standpunkt der Hydrotropie aus, ver- 
anlaBte uns nun, diese Verhaltnisse naher zu priifen und nach einer 
Erklarung fiir das verschiedene Verhalten der Gallensiuren bei der 
Bildung von Molekilverbindungen zu suchen. Zu diesem Zweck 
wurden einige Eigenschaften der Gallenséuren: Chol-, Dehydro-, 
Desoxy-, Glyko- und Taurocholsiuren bestimmt und miteinander 
verglichen, sowie auch versucht, einige ausgewahlte Choleinséiuren 
darzustellen. 


2. Lésungsfihigkeit der Gallensiuren. 


Zu diesen Versuchen wurden die.n/10 Lésungen der gallensauren Salze 
verwendet, hergestellt aus den puriss. Praparaten von Merck und Schuchardt, 
die durch mehrfaches Umkristallisieren geniigend gereinigt wurden. Die 
Bestimmungen wurden bei einer Zimmertemperatur von 25°C nach der in 
einer friiheren Mitteilung [l.c. (1)] beschriebenen Methode ausgefiihrt. 

Die Ergebnisse mit den organischen Fliissigkeiten, Amylalkohol, 
Anilin, Benzaldehyd, Chinolin, Nitrobenzol und Paraldehyd sind 
in Tabelle I angefihrt. 


Tabelle I. 


Zur Lésung von 0,1 cem Substanz nétige Kubikzentimeter der n/10 Gallen- 





salzlésung. 
n 10 Amyl- sas Benz- . . Nitro- ‘> 
Gallensalz alkohol Anilin aldehyd Chinolin benzol Paraldehyd 


Na-cholat. . . 1,30 (1) | 2,90 (8) 20,0 (2) 1,50 (1) 20,0 * 1,35 (1) 


Na-dehydro- 
cholat . . . | 2,70 (3) | 2,05 (1) + 20,0* 3,60 (4) 20,00* 210 (4) 


Na-desoxy- 
cholat . . . | 3,00 (5) 2,80 (2) 20,0 (2) | 3,20 (3) 20,0 * 5,00 <5) 


Na-glykocholat 2,40 (2) 3,00 (4) 15,0 (1) 3,60 (4) 20,0* 1,50 (2) 
Na-taurocholat 2,80 (4) 3,00 (4) 15,0 (1) 3,00 (2) 20,0 * 2.00 (3) 
dest. HO. . . | 2,80 (4) 3,20 (5) 20,0* 4.10 (5) 20,0 * 2.00 (3) 


* Nicht ganz aufgelist. Die eingeklammerten Zahlen bedeuten die Reihenfolge nach der 
Lisungsfihigkeit geordnet. 


Wie die Tabelle zeigt, bestehen zwischen den Lésungsvermégen 
der einzelnen Gallenséiuren keine grundsatzlichen Differenzen. Wie 
in der Einleitung gezeigt wurde, sind einige Gallensiuren befabigt, 
Choleinséuren zu bilden, wahrend bei anderen diese Eigenschaft fehlt ; 


D1 * 














310 A. von Kiuthy: 


man ist daher geneigt, anzunehmen, da diese Gallenséuren sich auch 
in ihrer Lésungsfahigkeit auszeichnen werden. Vergleicht man aber die 
Reihenfolgen der Lésungsfahigkeiten, die in der Tabelle mit den ein- 
geklammerten Zahlen angegeben sind, so findet man darin weder eine 
RegelmaBigkeit, noch einen Zusammenhang der beiden Eigenschaften. 
Es bestehen also nur quantitative, aber keineswegs qualitative Diffe- 
renzen zwischen den einzelnen Gallenséuren. 

Vergleicht man jetzt noch die Lésungsfahigkeit gegeniiber Olsiure, 
so erhalt man folgendes Bild. 

Zu 30 cem Phosphatpuffer von px 7,5 gab ich 10 mg Olsaure in 5 %,iger 
alkoholischer Lésung, mischte gut durch, so da®B eine triibe Emulsion 
entstand und lieB die n/10 Gallensalzlésungen unter staéndigem Umriihren 
so lange zuflieBen, bis sich die Lésungen klarten. Die Versuche wurden 
bei 29,5°C ausgefiihrt. 


Tabelle II. 


Zur Lésung von 10 mg Olséure nétige Kubikzentimeter der n/10 Gallen- 





salzl6sungen. 
— o Na- Na- Na- ee. Sos 
Na-cholat | dehydrocholat | desoxycholat glykocholat Na-taurocholat 
com n/10/') 9.56 1,84 4,20 2.10 2,40 


Gallensalz | | 


Auch Tabelle II zeigt das nach dem Vorhergehenden bereits 
erwartete Ergebnis; es gibt keinen Zusammenhang zwischen Bildung 
von Choleinséuren und Lésungsvermégen. 


3. Oberflichenspannungskurven. 


Wie bekannt, beruht die Lésungsfihigkeit hydrotroper Stoffe 
auf ihrer Eigenschaft, die Spannung an verschiedenen Grenzflachen 
vermindern zu kénnen. Und wenn es auch bekannt ist, daB die Grenz- 
flachenspannung an der Grenze wisserige Lésung/Luft kein MaB 
fir die Lésungsfahigkeit, noch fiir die Bildung von Molekiilverbindungen 
sein kann, so miBten sich grundsatzliche Differenzen der einzelnen 
Gallensiuren in dieser oder jener Weise auch hier 4uBern. Um solche 
zu finden, wurden die Oberfléchenspannungskurven bestimmt und 
miteinander verglichen. 


Die Bestimmungen wurden nach der Pt-Ringmethode von du Nouy- 
Brinkmann ausgefiihrt, und zwar sind die angefiihrten Werte die dynami- 
schen, d.h. die Fliissigkeit (2 cem in Uhrglaéser von 50 mm Durchmesser) 
wurde bis zum Beginn der Messung mit einem Glasstab geriihrt. Die 
verwendeten Saéuren wurden durch mehrmaliges Umkristallisieren sorg- 

ix 


faltig gereinigt. Die Zimmertemperatur betrug 22,5 bis 23,0°C. 
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Die Messungsergebnisse gibt Tabelle III und Abb. 1 wieder. 
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Tabelle III. 





Oberflachenspannung der Gallensalzlésungen in dyn/cm. 
a e- ™ a a = - =| a 
Z. » r—} = = = = = = a ~ “a 
: ‘all ele iBW#i®isgizigaiaglsisisgis 
> Gallensalz = = a : = oa = = = = = = = 
PS a sig liw@isgigi@z@ial@gi¢glel#zieili2ia 
= = Sif |, S/S5(/S/Si BS Sis (/S/':8/8'8 
o S o S S So S S S = S =f > S 


Na-cholat. . 48,649,6 49,6 48,6 51,3 55,2 57,2/58.5 60,9 61,3 62,0 67,8 68,6 70,1 

2 | Na-dehydro- 

cholat. . . 53,3.58,0 61,3 65,0'66,1 68,6 71,2 71,6 
3 | Na-desoxy- 

cholat. . . | 57,8 60,3 65,0 66,6.67,8 69,8 70,8 71,3 
4 Na-glyko- 

cholat |. . 48,6 50,0 50,7 50,0.50,7 54,0 56,9 60,6 62,0 62,0 67,1 69,4 69,6 70,0 
5 Na-glyko- 

cholatIL. . 45.646,8 46,0 46,4.48.149.8 — > — ae ne er 


Es gibt hier nun tatsachlich Differenzen; wahrend namlich bei 
cholsaurem und glykocholsaurem Na eine ziemlich groBe Verdiinnung 
nétig ist, um den QOberflaichenspannungswert des Wassers zu er- 
reichen (etwa nur bei 0,000012n Lésung), geschieht dies bei de- 
hydrocholsaurem und desoxycholsaurem Na schon viel friiher, schon 
in der hundertfach konzentrierteren Lésung. Aber daB auch dieser 
Unterschied — fir sich auch nur ein quantitativer — keine spezifische 
Eigenschaft der Gallenséure ist, wurde folgenderweise bewiesen. Die 
verwendeten Gallenséuren, wie schon erwaihnt, wurden durch mehr- 
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malige Umkristallisation gereinigt, bis die entsprechende Reinheit, 
kontrolliert durch Schmelzpunktbestimmungen, erreicht wurde. Benutzt 
man zur Bereitung der n/10-Lésung des glykocholsauren Na eine Saure, 
die nur zweimal umkristallisiert wurde und im Gegensatz zum friiheren 
Versuch anstatt 158° nur einen Schmelzpunkt von 155° C besitzt, und 
bestimmt die Oberflichenspannungskurve dieser Lésung, so verlauft 
diese, wie Kurve 5 der Abb. zeigt, parallel zur friiheren Glykochol- 
saurekurve, jedoch viel tiefer als die erste. Die gefundenen bedeutenden 
Unterschiede sind also wahrscheinlich nuc den Verunreinigungen zu- 
zuschreiben, die an der Glykocholsiure und Cholsaéure so stark haften, 
daB sie auf einfachem Wege nicht zu entfernen sind. Ubrigens ver- 
laufen die Kurven analog, auch ein bestimmter Knickpunkt ist in 
allen Fallen, etwa in derselben Konzentration, zu finden. 


4. Priparativer Teil. 


Da zwischen dem Lésungsvermégen und den Oberflachenspannungs- 
verhaltnissen der einzelnen Gallensiuren keine  grundsatzlichen 
Differenzen gefunden wurden, wenigstens keine, welche die aufgeworfene 
Frage iiber die Bildung von Molekiilverbindungen beantworten kénnten, 
wurde die Darstellung einiger Choleinséuren versucht, zumal da man 
in den Angaben der Literatur dariiber viele Widerspriiche findet 


Besonders interessant war die Frage bei der gepaarten Glykochol- 
sdure, da, obzwar die Choleinséuren der gepaarten Desoxycholsadure 
in der Galle nachgewiesen wurden, die Bestrebungen von Wieland 
und Stender (9), die von ihnen synthetisierten Glyko- und Tauro- 
desoxycholséuren mit Fettséuren zu Choleinsiuren zu_ vereinigen, 
erfolglos blieben. Diese Frage ist auch von physiologischem Interesse, 
seit uns in Versuchen mit Herrn Prof. Verzadr (10) der Beweis gelang, 
daB dié Resorption der Fette — wegen den Reaktionsverhaltnissen 
des Diinndarms — nur durch die Gegenwart der gepaarten Gallen- 


siuren erméglicht wird. 


a) Versuche mit Cholsdure. 


Die verwendete Cholsaéure wurde aus Rindergalle nach Wieland und 
Weil (11) dargestellt (Schmelzpunkt bei 197°). Durch Umkristallisieren 
aus Alkohol wurde auch die Palmitinséure (Schmelzpunkt 62°C) und 
Stearinséiure (Schmelzpunkt 69°C) gereinigt, wahrend die hier und in 
anderen Versuchen angewendeten Praparate: Olséure, Eisessig, Benz- 
aldehyd, Phenol. Xylol usw. Mercks oder Schuchardts puriss. Praparate 
waren. Wieland und Sorge [l.¢. (3)] geben zur Darstellung der Cholein- 
siuren folgendes einfaches Verfahren an. Die Bestandteile sollen in 
mdéglichst wenig heiBem, absolutem Alkohol gelést werden, beim Abkihlen 
scheidet sich die Choleinséure kristallinisch aus, die man von den Ver- 
unreinigungen durch mehrmaliges Umkristallisieren befreit. 
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Versuche mit Palmitin-, Stearin- und Olséure, sowie mit Benz- 
aldehyd und Phenol gaben kein Ergebnis, es zeigten sich keine Kristalle. 
Wurde die Menge des Lésungsmittels reduziert, so schieden sich die 
Bestandteile nacheinander aus, und durch wiederholtes Umkristallisieren 
erhielt ich die Fettséiure rein wieder. Schmelzpunkt z. B. 68,7°, d. h. der 
der Stearinsdure, obzwar wohl bekannt, daB die Schmelzpunkte der 
Choleinsauren hoch, der Gallensiurekomponente nahe liegen. Ein 
Kontrollversuch mit Desoxycholsiure und Stearinsiéure gab sogleich 
ein Kristallisationsprodukt, dessen Schmelzpunkt schon nach einmaliger 
Umbkristallisation 186,5° war, d.h. der von Wieland angegebene. Die 
Benutzung von anderen Lésungsmitteln, im Falle von Benzaldehyd 
z. B. Ather, Methylalkohol, Aceton, Pyridin, im Falle von Phenol 
Methylalkohol, Aceton, Pyridin usw. fiihrten zu demselben negativen 
Resultat. 

Das Ausbleiben der Kristallisation legt den Gedanken nahe, 
daB die entstandene Choleinséure in dem Lésungsmittel besser léslich 
sei, als ihre Komponenten. Fiir solche Falle geben Wieland und Sorge 
das Schmelzverfahren an. Aber auch dieser Weg fiihrte nicht zum 
gewiinschten Ziele. Wurde die Schmelze nach Erstarren mit Petrolather, 
Benzin, Pyridin, Schwefelkohlenstoff oder Chloroform extrahiert, so 
blieb eine gelblich-braune Masse mit einem unscharfen Schmelzpunkt 
zwischen 120° und 130° zuriick, die aus Aceton, Benzol oder Xylol um- 
kristallisiert zu reiner Cholsaure fiihrte. 

Wird Desoxycholséure einige Minuten lang in der vierfachen 
Menge von Eisessig gekocht, so scheidet sich beim Abkiihlen die Eisessig- 
choleinséure in schénen, glanzenden, weiBen Kristallen aus. Dagegen 
fiihrt im Falle der Cholsiure weder die Variation der Kochdauer, noch 
die der Konzentration der Lésung an Cholsaéure zu einer Kristailisation. 
Wird die Lésung mit Wasser verdiinnt, so entsteht eine Triibung, die 
allmahlich in Kristallisation iibergeht. Die auskristallisierte Substanz 
erweist sich aber als reine Cholséure. Ebenso negativ endeten meine 
Versuche, die Athercholeinsiure der Cholsiure darzustellen. 


b) Versuche mit Deh ydrocholsdure, 


Zu den Versuchen wurde eine Dehyvdrocholséiure vom Schmelzpunkt 
239°C verwendet. 


In diesen Versuchen verfuhr ich im allgemeinen wie bei Chol- 
sfure. Wenn ich Fettsauren, Benzaldehyd, Phenol, Campher mit 
Dehydrocholséure in Alkohol zusammenbrachte, erhielt ich entweder 
keine Kristallisation oder erhielt die eine oder andere Komponente 
zurick. Da es sich hier nicht um eine Téuschung — wie es seinerzeit 
mit der Choleinséure war — handelt, wurde durch Analysen nach der 
Xylol- und Kalkmethode von Wieland und von Rheinboldt (6) kon- 
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trolliert. In den Fallen, wo beim Umkristallisieren eine Substanz mit 
hohem Schmelzpunkt erhalten wurde, wo also der Verdacht einer 
Choleinséurebildung nahe lag, wurde die Substanz der Analyse unter- 
worfen, jedoch gelang es in keinem Falle, die Gegenwart von Fett- 
sduren in der Verbindung nachzuweisen Diese Versuche zeugen gleich- 
zeitig fiir die Nichtexistenz der X ylolcholeinséure. 

Ebenso wie bei der Cholséure verliefen auch die Verschmelzungs- 
versuche mit Palmitin- und Stearinsiéure und die Verschmelzung mit 
Phenol, sowie auch die Versuche, die Eisessig- und die Athercholein- 
siure der Dehydrocholsiure darzustellen. 


c) Versuche mit Glykocholsdure. 

Die Handelsglvkocholsiure wurde aus siedendem Wasser wiederholt 
umkristallisiert und die schénen langen Nadeln bei 100° getrocknet, bis 
eine schneeweiBe Masse mit dem Schmelzpunkt 158° erhalten wurde. 

Werden nach Wielands Vorschrift 2 g Glykocholsiure und 0,2 g 
Stearin- oder Palmitinséure in 10 ccm absolutem Alkohol gelést, so 
entsteht kein Niederschlag, keine Kristallisation, selbst wenn man die 
Menge der Fettséuren 10- bis 15fach steigert. Wird 0,5 g Glykocholsaure 
mit 3 bis 5 g Palmitin. bzw. Stearinsaure bei 100° zusammengeschmolzen 
und die erstarrte Schmelze mit Ather extrahiert, so bleibt eine klebrige 
Masse zuriick, die nach lingerem Stehen lackartig erstarrt. Sie ist in 
Alkohol und in Ather léslich, es kommt aber nicht zur Kristallisation. 
Sie schmilzt unscharf zwischen 155 bis 158°. Beim Umkristallisieren aus 
Wasser erhalt man reine Glykocholsaure. 

Wird die Schmelze mit Benzin oder Benzol extrahiert, so bleibt 
eine gelbliche, um 110° unscharf schmelzende Masse zuriick, die sich 
in Aceton, Athyl- oder Methylalkohol, Essigither, Pyridin, Toluol und 
Xylol lést, die Lésungen zeigen aber keine Tendenz zur Kristallisation. 
In siedendem Wasser ldst sich der Riickstand, von einer Spur Ver- 
unreinigungen abgesehen, vollkommen auf, und beim Abkihlen 
scheiden sich Kristalle vom Schmelzpunkt 155° aus. Eine Um- 
kristallisation aus Wasser erhéht den Schmelzpunkt auf 158°. Mit 
aéhnlichem Resultat verliefen die Versuche, die Glykocholséure mit 
Benzaldehyd, Phenol oder Xylol zu paaren. 

Kisessig erwies sich als ein fast unbegrenztes Lésungsmittel fir 
Glykochelsaéure, seine verdiinnten Lésungen zeigen aber jiberhaupt 
keine Verinderungen. Konzentrierte Lésungen erstarren beim Ab- 
kiihlen zu einem Gel, das aber selbst nach wochenlangem Stehen im 
Eisschrank (im Exsikkator) nicht zu kristallisieren vermag. Eine 
Verdiinnung mit Wasser fiihrt abermals zu reiner Glykocholsaure. 

Wie oben schon erwahnt, bleibt bei der Extraktion der bei 100° 
hergestellten Schmelze von Glykocholséure mit Palmitin- bzw. Stearin- 
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siure durch Benzin oder Benzol die Glykocholsdure ungelést zuriick. 
Wird die Verschmelzungstemperatur auf 156° erhéht. so entsteht beim 
Abkihlen eine dunkelbraune feste Masse, die sich in Benzol fast ohne 
Riickstand lést. DaB die Verinderung der Lésungsverhaltnisse hier 
nicht die Entstehung der gewiinschten Choleinséure bedeutet, sondern 
nur lediglich die Zersetzung der Glykocholsiure, bewies ich folgender- 
mafen. Die Komponenten, allein auf 150° erhitzt, zeigen nur eine 
schwache gelbe Farbe, die Zersetzung der Glykocholsiure wird also 
durch die Gegenwart der Fettsiure katalytisch geférdert. Nun wurde 
a) eine Schmelze bei 100° und b) eine bei 150° hergestellt; in beiden 
Fallen aus denselben Mengen, und zwar 1g Glykocholsaure auf 15 g 
Palmitinséure. In beiden Fallen wurde der Gehalt an NH,—N nach 
van Slyke vor und nach einer Hydrolyse mit 16°,iger KOH bestimmt. 
Im Falle a) erhielt ich nach Umrechnen aus dem NH,—N-Wert 

in Glykocholsaure 

vor der Hydrolyse 4°, der angewendeten Glykocholsaure 

nach ,, - Co ax - a 


d.h. die Glykocholséure war praktisch unzersetzt geblieben. 


Im Falle b) 
vor der Hydrolyse 17°, der eingefiihrten Glykocholséiure 
nach ,, ‘a SE% ss - 
was anzeigt, daB die Glykocholsaure mindestens zu 93°, zersetzt wurde. 

Ein Kontrollversuch mit Vermischen der Bestandteile, ohne sie 
zusammenzuschmelzen, gab 98,7°%, der abgewogenen Glykochol- 
siuremenge zurtick. 

5. Diskussion. 

Die geschilderten praparativen Versuche bestatigen also — gegen- 
iiber den Alteren Literaturangaben — einesteils die diesbeziiglichen 
Untersuchungen von Wieland, Windaus und von Rheinboldt; weder die 
Cholséure, noch ihre Paarlinge mit Glykokoll sind fahig, kristallisierbare 
Choleinsaéuren zu liefern, es hat sich aber auch ergeben, daB auch die 
Dehydrocholséure keine Molekiilverbindungen gibt. Diese Ergebnisse 
sind keineswegs vorauszusehen, da, wie im Anfangsteil dieser Arbeit 
gezeigt wurde, weder in der Lésungsfahigkeit, noch in den Ober- 
flachenspannungsverhaltnissen der untersuchten Gallenséuren grund- 
sitzliche Differenzen bestehen; die beobachteten Unterschiede sind in 
allen Fallen quantitativen und nicht qualitativen Charakters. 


Es ist auch selten méglich, vorauszusagen, ob eine bestimmte 
Molekiilverbindung existiert oder nicht. Uber die Bildung von rein 
organischen Molekiilverbindungen auBert sich Paul Pfeiffer in seinem 
Buche (12) folgenderweise. ,,Die Restaffinitaten (freie Affinitaten) 
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miissen also in einer bestimmten Art und Weise aufeinander ab- 
gestimmt sein, damit es zu einer Vereinigung der Komponenten 
(in festem Zustand) kommt. Uber dieses Abgestimmtsein wissen 
wir aber noch recht wenig, so daB es im allgemeinen noch nicht 
méglich ist, vorauszusagen, ob eine gesuchte Molekiilverbindung 
existiert oder nicht, und wie groB etwa ihre Stabilitat ist.‘ In einer 
Arbeit tiber diese Fragen beweisen dann Kremann und Gasser (13), 
daB Substitutionen einen bedeutenden Einflu®B ausiiben kénnen, und 
zwar wirken asymmetrische Substitutionen am Benzolkern auf die 
Bildung von Molekilverbindungen behindernd (sterische Valenz- 
behinderung). 

Betrachten wir nun die bisher untersuchten Gallensiuren vom 
Standpunkt ihrer chemischen Konstitution aus, so erhalt man folgendes 
Bild. Gehen wir bei der Nomenklatur der Gallenséuren von der Cholan- 
siure, der Stammsaure aus [Wieland, Schlichtling und Jacobi (14)), 
so finden wir folgendes : 
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Keine kristallinischen Choleinséuren bilden: 
1. Cholsfure. . ..... . . 3, 7, 12 Trioxycholansaure, 
2. Glykocholsfure ..... . 3, 7, 1i ¢ 
bei welcher an die Carboxylgruppe in Carbonylimidbindung ein Gly- 
kokollmolekiil gekuppelt ist. 
3. Dehydrocholséure . . . . . 3, 7, 12 Triketocholanséure und 
4. Hyodesoxycholséure . . . . 3, 12 Dioxycholansiure. 
Kristallinische Molekiilverbindungen liefern dagegen: 
5. Desoxycholséure. . . . . . 3, 7 Dioxycholansaure 
6. Apocholséiure, wahrscheinlich 3, 7 Dioxycholansaure. 
mit der Doppelbindung zwischen den C-atomen 11 und 12 oder 12 
und 13, da sie durch Abspaltung von 1 H,O aus der Cholsaure entsteht. 
Noch fraglich ist die Stellung der gepaarten Desoxycholséuren: 
7. Glykodesoxycholsiure . . . 3, 7 Dioxycholansaure 
mit einem Glykokollmolekiil in Carbonylimidbindung an der Carboxy- 
gruppe und 


8. Taurodesoxycholséure . . . 3, 7 Dioxycholansaure, 
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bei welcher an die Carboxylgruppe in Carbonylimidbindung ein Taurin- 
molekiil gekuppelt ist. 


Falls aus dem zur Verfiigung stehenden Versuchsmaterial — leider 
ist es recht gering — irgendein SchluB gezogen werden kann, so ist 


die Kristallisationsfahigkeit der Choleinséuren an die Struktur 3, 7 Dioxy- 
cholanséiure gebunden. 

Wenn wir jetzt zu unserem Ausgangspunkt, zur Hydrotropie, 
zuriickkehren, so kann folgendes gesagt werden. Alle untersuchten 
Gallensiuren sind hydrotropisch wirksam, d.h. ihre Na-Salze sind 
befahigt, die verschiedensten wasserunléslichen Stoffe in Lésung zu 
bringen. Wie schon wiederholt betont wurde, bestehen hierin zwischen 
den untersuchten Gallenséuren nur quantitative Unterschiede, auch 
nimmt die Desoxycholséure, obzwar sie sich bei der Bildung von kri- 
stallisierten Choleinséuren von den anderen scharf unterscheidet, 
keine Sonderstellung ein. Fast parallel verlaufen auch die Oberflichen- 
spannungskurven der Gallensauren ; die schon ansehnlichen Unterschiede 
in dem Verhalten der Dehydro- und der Desoxycholséure sind, wie 
gezeigt werden konnte, wahrscheinlich kleinen Mengen stark  an- 
haftender Verunreinigungen zuzuschreiben. 

Wahrend also auf Grund von physikalischen Eigenschaften die 
besondere Reaktionsfahigkeit der Desoxycholsaéure nicht erklart werden 
kann, so scheint uns doch die Erklarung auf strukturchemischem 
Wege gefunden zu sein. Nimmt man an, daB Molekilverbindungen 
auch dort bestehen, wo sie kristallinisch nicht erhalten werden kénnen 
— als Analogie soll hier nur das aus der Elementarchemie wohlbekannte 
Beispiel der Kohlenséiure und der Schwefligsaéure zitiert werden —, so 
kénnte man vielleicht wenigstens fiir die hier untersuchten Gallenséuren 
sagen, daB die hydrotrope Lésung immer mit der Bildung von Molekiil- 
verbindungen einhergeht, aber die Basizitaét der gebildeten Verbindung, 
d.h. die Stabilitét der Verbindungskraft der Komponenten mit 
Ausnahme der Desoxycholsaéure und der Apocholsaure — nicht aus- 
reichend ist, um die Komponenten auch in festem Zustand zusammen- 
zuhalten. 

An dieser Stelle muB auf die Arbeiten von Neuberg (15) sowie von 
Neuberg und Weinmann (16) und von Pauli und Weiss (17) verwiesen 
werden, welche die selben Erscheinungen, das ist die Bildung von 
Molekiilverbindungen in der Lésung, die aber kristallinisch nicht dar- 
zustellen sind, in vielen Fallen der Hydrotropie beobachtet hatten. 
Damit kommen wir aber zu demselben Resultat, das wir in einer 
anderen Arbeit auf einem anderen Wege erreicht hatten, da namlich 
hydrotrope Lésung und Bildung von Molekiilverbindungen nur Uber- 
gangsstufen in der Reihe der sich verschiedenartig 4uBernden Affinitats- 
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kriifte sind. Uberschreiten diese Anziehungskrafte bei der Hydrotropie 
einen gewissen Grad — was von der chemischen Struktur der teil- 
nehmenden Verbindungen abhangt —, so treten sie nunmehr als die 
typischen chemischen Anziehungskrafte auf, und es kommt zur Bildung 
von Molekilverbindungen. 


Zusammenfassung, 


1. Um die Bedingungen der Bildung von Molekiilverbindungen 
bei der Hydrotropie zu finden, wurden das Lésungsvermégen und die 
Oberflachenspannungskurven von fiinf Gallensiuren untersucht; es 
lieBen sich aber nur quantitative und keine qualitative Unterschiede 
feststellen. 

2. Versuche, Molekiilverbindungen der Gallensiuren (Cholein- 
sauren) auf praparativem Wege darzustellen, fiihrten bei Verkniipfung 
unserer Befunde mit den Literaturangaben zu dem Resultat, daB die 
Bildung der Choleinséuren an die Struktur 3, 7 Dioxycholansiure 
gebunden ist. 

3. Es werden die Ergebnisse fiir die Theorie der Hydrotropie 
verwertet. 
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Uber die Wirkung oberflichenaktiver Stoffe auf die Gelatine. 


I. Mitteilung: 


Quellung. 
Von 
A. von Kuthy. 
(Aus dem allgemeinen pathologischen Institut der Universitat in Debrecen.) 
(Eingegangen am 21. November 1931.) 
Mit 5 Abbildungen im Text. 


Die Quellung der Proteine, besonders aber die der Gelatine, ver- 
dient sowohl vom biologischen, wie vom technischen Standpunkte aus 
Beachtung und ist auch seit langer Zeit vielseitig untersucht worden. 
Diese Untersuchungen gewannen aber ein erneutes Interesse, als die Wichtig- 
keit der Gewebequellung fiir die Erklarung vieler physiologischer Prozesse, 
in erster Linie des Permeabilitaétsproblems, erkannt wurde. Die Literatur 
der Gelatinequellungserscheinungen ist fast uniibersichtlich; es seien an 
dieser Stelle nur einige gréBere zusammenfassende Arbeiten erwahnt, 
so z. B. die von Kuhn (1), Kiintzel (2) und M. H. Fischer (3) usw. 
(Ausfiihrliche Literatur siehe bei Aéintzel und Fischer.) Alle diese Unter- 
suchungen fiihrten zu dem Resultat, daB Sauren sowie Basen und 
Salze eine Quellung hervorrufen kénnen, diese Quellung aber ein mehr 
oder weniger zusammengesetzter Vorgang ist, bei welchem sowohl der 
negative wie der positive Teil der Verbindung, ihr Dissoziationsgrad 
sowie ihre Adsorbierbarkeit eine Rolle spielen. 

Wahrend aber die Literatur iiber Quellungsbeeinflussung durch 
anorganische Stoffe beinahe uniibersichtlich groB ist, wurde die Wirkung 
von organischen Substanzen noch nicht systematisch durchgearbeitet. 
Von einigen Autoren abgesehen, die die Wirkung der sogenannten 
Narkotica, auch diese nur in Verbindung mit der Permeabilitatsfrage, 
untersucht hatten [Kochmann (4), Dette (5), Fischer (3), Tomita (6)], 
wurde die Rolle organischer Stoffe bei der Quellung kaum beachtet, 
obzwar diese, wie es uns unlangst zu beweisen gelang [von Kuthy (7)], 
besonders aber eine spezielle Klasse oberflachenaktiver Stoffe, namlich 
die hydrotropen Salze Neubergs (8), die Hydratation in besonders 
hohem MaBe zu férdern vermégen. Die dort gefundenen Ergebnisse 
veranlaBten uns, die Quellungswirkungen von oberfiachenaktiven 
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Stoffen eingehender und auf einer gréBeren experimentellen Basis 
zu studieren, um so mehr, da die Sonderstellung einer speziellen Salz- 
gruppe auch fur die Theorie der Quellung von Bedeutung sein kann 

Zur Untersuchung kamen einige Narkotica, sowie eine gréBere 
Gruppe oberflachenaktiver Salze, und zwar die Glieder der Fettseifen- 
reihe, sowie die typisch hydrotrope aromatische Benzoesiurereihe 
Auch wurde die Wirkung dieser oberflachenaktiven Stoffe mit einigen 
oberflachenaktiven, z. B. mit anorganischen Salzen, und mit der der 
Glucose verglichen. 

Versuche. 

Die Versuche wurden im allgemeinen nach der bei Aidintzel (2) be- 
schriebenen Methode ausgefiihrt. Zu 0,2 g reiner pulverisierter Handels 
gelatine (Aschegehalt 2,96°,) wurden in Eprouvetten 20 cem Quellungs- 
fliissigkeit zugefiigt. Die Gelatine wurde mit der Fliissigkeit am Anfang 
des Versuchs, 3, 6, 9 und 12 Stunden nach Beginn desselben durch Um- 
schwenken der Réhre gut durchgemischt. Nach 24 Stunden wurde die 
Hohe der Gelatineséiule abgelesen. Die Zimmertemperatur bewegte sich 
zwischen 20 bis 22°C. 

Die Auswertung der Ergebnisse geschah in einer Weise, daB~ die 
Quellungshéhe in reinem Wasser 100 gleichgesetzt und die anderen Versuchs- 
ergebnisse auf diesen Wert bezogen wurden, d. h. ein Wert iiber 100 bedeutet 
Quellung, ein kleinerer Schrumpfung oder Auflésung der Gelatine. Die 
Versuche wurden zwischen weiten Konzentrationsgrenzen ausgefiihrt, die 
verwendeten Lésungen sind aus den puriss. Praparaten von Merck oder 
Schuchardt hergestellt worden. 

In erster Linie kamen die sogenannten Narkotica zur Untersuchung, 
und zwar Methyl-, Athyl- und Propylalkohol, die mit Wasser in 
jedem Verhaltnis mischbar sind, weiter Aceton, sowie n Athylurethan 
und Harnstoff. Wie Tabelle I und Abb. 1 zeigen, sind die Alkohole 





| 


| 








; P 
Konzentravion {mol} 
Abb. 1. 












yiqul IXVyy 
- sQ[ampne | 
CR6 O10 OCOL OTTI OO0ZI O9ZT «U8ET OBE | OSOT L1Z = SOleBjnv —- UayoO|y JaStUIo | * -HOCN G 
esuyeusny ytul 





slatine. 





















U'F6 O'U0T OO OOIT OTSl OFT +O EST O'LIT | oE9 Lor 0 OF sez |” . 2 © «ie I 
3 - ‘ ‘ ‘ ‘ a : ‘ Coy ‘ - ‘ a —_ a “ umn | peur ' IN 
2 ucz1000'0 = EZOON'D = ECONO, ZOLOO'O «= 0Z00'O0 ~ U6EOO'O USLOOO UPSD UElEOO UEZ9O'O UZ O u ceo u¢go -stunypent) eAIny 
Es COOOL JassV\ UL 9eyYOH) “JOH pun HORN UI oulyRjesy) Jop syoyssunijpen”s 
= th 97)9QD.L 
L. 
© o'96 — 96 926 O'V0T - | OTH «0'OFT 6°88 7 “7 7" goysmsy |g 
= 96 9°26 0°68 ' | 9°26 PLOT sOOPT TLE iso1ednw zuvs UNWIN) g 
= he Sep ‘nn ben ‘an ‘ ‘seo Sry- Ppa 
o = 926 C6 0-96 08 09 ad 00S CCE HO—-O0—*HO ¥ 
= 06 0'C6 O'OL 009 - ySQ[OBne parm "* * HOH) | & 
y | a 
= 9°76 -  O'e8 - 918 0'¢2 o'¢9 | gto “+ * o%sD j 
& g'L8 L@s — 96 - 922 | — | O99 CLF “> *go%O I 
4 “IN 
= ‘Oo wPpeo'o WezTo WLgto wez'o Ww cleo ul ge’o uengo mot ul ¢’] ul O°7 woe Ww 0'F wn peusszunijeanty OA be 
a” vAINY 
= COOOL Josse 4 Ul OPYOH) ‘UWestuNsO']T-BotOyYIWN UL ouIZRley) Jop syoyssunyjen’dy 
a 4] QD. 
See tecéssk onanwve te 202568825 ww. SQ 


322 A. von Kiuithy: 


in Konzentrationen unter 1,0 mol. wirkungslos, in gréBerer Dichte wird 
die Héhe der Gelatinesdule verringert. Besonders ausgepraégt erscheint 
dies beim Propylalkohol, wo in 3 und 4 mol. Lésungen die 0,2 g Gelatine 
vollstandig aufgelést wurden. Da an keinem Teil der Quellungskurve 
der Wasserwert iiberschritten wird, miissen wir annehmen, daB die 
Alkohole eine Peptisation ohne Quellung verursachen. Dieses Verhalten 
ist der wasserentziehenden Wirkung der Alkohole zuzuschreiben. 

Ganz ahnlich verhalt sich Aceton, wogegen Urethan und Harnstoff, 
alteren Literaturangaben entsprechend, schon eine bedeutende Volumen- 
zunahme der Gelatine verursachen. Hier erscheint schon ein deutliches 
Maximum, die Erhéhung der Gelatinesdiule betragt etwa 40°), es gibt 
hier also, ebenso wie bei den Séurewirkungen, einen aufsteigenden 
und einen absteigenden Ast. Ein Unterschied besteht aber darin, 
daB, wahrend dieses Maximum bei Salzsiure und bei Natronlauge 
schon bei auBerst geringen Konzentrationen (bei 0,0078 n Lésungen) 
erreicht wird (Tabelle II und Abb. 2), es bei Harnstoff und Urethan 
nur bei 2,0 mol. Konzentration zur Maximumbildung kommt. 


Quellhohe 
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Abb. 2. 


Versucht man nun diese Beobachtungen auf Grund der Adsorptions- 
theorie zu erklaren, so kann folgendes gesagt werden. Da diese Stoffe 
keine Elektrolyte sind, werden sie als Ganzes von den Gelatineteilchen 
adsorbiert. In groBen Konzentrationen wirken sie infolge ihrer wasser- 
entziehenden Eigenschaft peptisierend (siehe dazu Kiintzel), ohne zu 
quellen. Dadurch wird die Héhe der Gelatinesiule verringert. In 
geringen Konzentrationen, wo sie keine lonen bilden, sind sie wirkungs- 
los oder hindern die Quellung in unbedeutendem MaBe. Das Ge- 
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sagte gilt fiir die Alkohole sowie fiir Aceton. Das abweichende 
Verhalten des Harnstoffs und des Urethans kann so erklart werden 
— diese Stoffe bilden, wie gezeigt, ein Maximum —, daB sie zu einem 
geringen Grade ionisiert sind. Diese lonisation, vereint mit ihrer 
starken Grenzflachenaktivitat, ist geniigend, um die Peptisation, mit 
der Ladung vereinigt, ein ausgesprochenes Maximum zu bilden. 


Tabelle Ill. 


Reaktion (py) der Versuchsfliissigkeiten. 





Versuchsfliissigkeit 


0.0625 m 
0.0312 m 


1,0 m 
OO m 
0.0156 m 


Na-formiat .... 6.7 6.7 6.8 6.8 6.8 7,0 71 7,1 
Na-acetat ..... 6,5 6,5 6.6 6.8 6.8 7,0 7,3 7.3 
Na-propionat ... 6.6 6,6 6.8 6,8 7,0 7,1 7,1 7,1 
Na-butyrat .... a3 7,2 7.0 6,8 6,8 6,8 6,7 6,8 
Na-valerianat ... io 7,3 7.3 7,0 6,8 6.8 6.6 6.6 
Na-capronat . .. . — _ a8 7,5 7,1 6,8 6.8 6,6 
Na-caprylat .... _ — iP 7,7 7,8 7,0 6,8 6,8 
e-citrmt ...+-s — 7.3 7,0 7.0 6.8 6.8 6.6 6.6 
Na-tartarat .... 7,5 7,3 7,1 7.0 7,0 6.8 6.8 6.6 


In der nachsten Versuchsreihe folgt die Untersuchung der Fett- 
seifen. Obzwar die Quellungsbeeinflussung der Fettsaéurereihe schon 
von Kuhn (1) untersucht wurde, gilt es hier, ihre Na-Salze den 
Versuchen zu unterziehen, um den stérenden EinfluB der H-Ionen 
méglichst auszuschalten. Auch kann die Wirkung von neutralen Salzen 
viel besser mit dem EinfluB der ebenfalls neutralen Narkotica ver- 
glichen werden. Da die Neutralitét der untersuchten Salzlésungen 
tatsachlich besteht, wurde so bewiesen, daB die Reaktion der iiber der 
Gelatinesiule befindlichen Fliissigkeit nach Beendigung der Versuche 
mit der Indikatorenmethode von Clark und Lubs gemessen wurde. 
Wie Tabelle III zeigt, liegt die Reaktion der Quellungsfliissigkeiten 
stets zwischen py 6,5 und 7,5, also in einem angendhert neutralen 
Gebiet, wo nach Kiintzel die Reaktion des Mediums auf die Quellung 
von gar keiner oder nur von minimaler Bedeutung ist. Zur Erginzung 
der Reihe ist auch die Wirkung der neutralen Na-Salze der Citronen-, 
Wein- und Oxalsiure gemessen worden. Wie Tabelle 1V sowie Abb. 3a 
und 3b zeigen, verhalt sich zitronensaures Na etwa ebenso wie 
Propylalkohol, wogegen weinsaures und oxalsaures Na schon wahr- 
nehmbare, wenn auch geringe Maxima zeigen. Auch liegt dieses 
Maximum, wie bei einigen Fettseifen, in den kleinen Konzentrationen. 


Was die Glieder der Fettsaurereihe betrifft, bewirkt ameisensaures 
Na in groBen Konzentrationen (iiber 1,0 n) eine bedeutende Schrumpfung 
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der Gelatine, in mittleren Konzentrationen ist es unwirksam, 
ebenso in gréBeren Verdiinnungen, hat aber etwa bei 0,25 n Verdiinnung 
ein, wenn auch schwaches Maximum. Ahnlich verhalt sich auch essig- 
saures Na, es hat ebenfalls ein unbedeutendes Maximum bei 0,125 n 





Konzert ratio hin. J 


Abb. 3b. 


Verdiinnung. Die deutliche Wirkung auf die Quellung beginnt, ent- 
sprechend dem Erscheinen der hydrotropen Fahigkeit, bei dem valerian- 
sauren Na, um etwa bis zum zehnten Gliede der Reihe, dem caprin- 
sauren Na, bestehen zu bleiben. Wegen der geringen Léslichkeit der 


22 * 
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héheren Homologen ist die Untersuchung der weiteren Glieder der 
Reihe unméglich, da in den geringen Konzentrationen die Erscheinungen 
verschwommen sind. Auch wirkt der Umstand, daB die héheren Homo- 
logen mit dem Ca-Gehalt der Gelatine unlésliche Ca-Seifen bilden, 
auf die Untersuchung stérend. Erst beim dlsauren Na, das infolge 
seiner Ungesattigtheit erheblich léslich ist, kehrt die quellende Wirkung 
und damit auch die Bildung eines ausgeprigten Maximums zuriick. 

Die zweite Versuchsreihe, die der Fettseifen, zeigt also ein recht 
interessantes Bild. Obzwar auch die Gegenwart der Na’-Ionen auf die 
Betrachtung der Erscheinungen stérend wirkt, da aber sowohl die 
Adsorptionsintensitat wie die Adsorptionskapazitat dieser Ionen viel 
geringer ist wie die des H-Ions, so kann sich die Wirkung des ober- 
flachenaktiven Anions doch viel unabhangiger auBern, wie in den 
Versuchen von Kuhn, wo die entsprechenden freien Séuren untersucht 
wurden. Auch ist die Léslichkeit der Fettseifen bei weitem gréBer 
als die der freien Saéuren, was wiederum eine ausgedehntere Durch- 


forschung der Verhaltnisse erlaubt. 

Das erste Glied der Reihe, das ameisensaure Na, wirkt fast im 
ganzen Untersuchungsbereich auf die Quellung stérend. Dasselbe 
Verhalten zeigen, wenn auch weniger ausgepragt, das essigsaure und 
das propionsaure Na. In diesen Verbindungen ist die Adsorptions- 


intensitat der Na-Ionen gréBer als die des Anions, die entstandene 
Schrumpfung ist dieser Tatsache zuzuschreiben. Fast die ideale 
Identitat der Adsorptionsgré6Ben kann beim buttersauren Na vermutet 
werden, die Gelatineteilchen erhalten also die gleiche positive und 
negative Ladung, die Verbindung laBt also die Quellung unbeeinfluBt. 
Vom fiinften Gliede der Reihe an, etwa von dort, wo die Oberflachen- 
aktivitaét und die hydrotrope Fahigkeit der Fettseifen beginnt, wird die 
Quellung von ihnen in steigendem MaBe beeintrichtigt, und zwar 
geférdert. Caprylsaures Na zeigt sogar ein Maximum, bei welchem die 
Quellungshéhe mehr als um 100% gesteigert wird. Leider beginnt 
hier die Wasserléslichkeit der Seifen zu sinken, was die weiteren Unter- 
suchungen verhindert. DaB bei geniigender Léslichkeit diese Wirkungen 
auch bei den héheren Homologen bestehen bleiben wirden, zeigt das 
Beispiel des 6lsauren Na. Die Wirkung des ebenfalls hier untersuchten 
weinsauren und zitronensauren Na besteht in der mehr oder minder 
ausgesprochenen Unterdriickung des Quellungsvermégens. 

Die Untersuchung oberflaichenaktiver Salze wird mit der aromati- 
schen homologen Reihe, dem benzoesauren, phenylessigsauren und pheny!l- 
propionsauren Na, sowie auch mit dem zimtsauren und benzolsulfosauren 
Na fortgesetzt. Wie in einer friiheren Mitteilung gezeigt werden konnte, 
sind diese Substanzen, die typischen hydrotropen Stoffe Neubergs, in 
besonders hohem MaBe befahigt, die Quellung der Gelatine zu erhéhen. 
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Die dort gewonnenen Resultate [von Kuthy, (7)] werden hier mit 
einer anderen, empfindlicheren Methode bestatigt, und es wird gefunden, 
daB diese Salze, ebenso wie einige Fettseifen, schon in relativ geringen 
Konzentrationen (0,125n) das Maximum der Quellungszunahme 
bewirken, und da diese Zunahme z. B. bei phenylpropionsaurem Na 
mehr als 100°, ausmachen kann und daB sie auch in groBen Ver- 
diinnungen fortdauert. Auch ist das Bild, das mit dieser Methode ge- 
wonnen werden kann, viel klarer als unsere Ergebnisse, die wir mit det 
Methode von Tomita (6) erhalten hatten. Wie bereits in unserer 
eben erwahnten Arbeit gezeigt werden konnte, ist diese bedeutende 
Quellung nicht etwa der Anderung der Milieu-reaktion zuzuschreiben. 


Tabelle V. 
Quellungshéhe der Gelatine in hydrotropen Salzlésungen. 
(Héhe in Wasser = 100,0.) 





Kurve a . 8 x 2 z 
Quellungsmedium = 5 re a S o> = = 

Nr. a e = = = = : = 

1 Na-benzoat . . . . = ganz aufgelist 128.0 180,0* 140.0 136.0 

2 Na-phenylacetat. . - 40,0 140,0 160,0* 132,0 136,0 

aufgel. 

3 Na-phenylpropionat ganz aufgelist 100.0 212.0* 144.0 112.0 100.0 

4 Na-cinnamylat . . - 115.0 (141,0* 111.0! 92,6 92,6 89,0 

5 Na-benzolsulfonat , = ganz 74.2 133.0*'103.8 103.8' 96.5 89.0 


aufgel 


* Maximumbildung. 
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Der ganze Verlauf der Quellungskurven der hydrotropen Salze erinnert 
an die Kurven einzelner Fettseifen, z. B. an die des caprylsauren oder 
des 6lsauren Na. Da hier infolge der Gegenwart des Benzolringes das 
Molekiil schon recht groB ist, muB sowohl die Adsorptionsintensitat 
wie die Kapazitaét des Anions recht groB sein, und die gegensiatzliche 
Wirkung des Na -lons kann nicht zur Geltung kommen. Obzwar die 
Wirkung der hydrotropen Stoffe die der starken Saéuren und Basen 
bei weitem nicht erreicht, ist der Verlauf der Kurven doch analog. 
Die Differenzen in der Stellung der Quellungsmaxima und der Lésungs- 
grenzen sind natiirliche Folgerungen der Verschiedenheiten in der 
Adsorptionsintensitét und Kapazitaét der einzelnen Ionen. 

Das Versuchsmaterial erginzen noch die Versuchsreihen mit den 
oberflacheninaktiven Stoffen Glucose und den anorganischen Salzen 


Tabelle VI. 
Quellungshéhe der Gelatine in oberflacheninaktiven Lésungen. 
(Hoéhe in Wasser 100.0.) 








Kurve 


Nr. 


Quellungsmedium 


Ra eo or 3 29.6 ° 74.2 163,0* 155.0 122,0 |122,0 118,0 107,2 
NaNO, .... .. ganz aufgelist 74,2 174,0* 121,0 115.0 115,0)111,0 


ee ganz aufgelist 92.6 174,0* 140,5 — |122,0 
i re 37,0 | 89,0 118,0 |122,0 122,0)122,0 
Ps 4s es - 88,9 85,5 88,9 |101,0 90,3! 92,0 


Maximumbildung. 


i , 
/\ i, 


60 
Konzentration (mol) 


Abb. 5. 
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NaCl, NaNO,, NaNO, und Na,SO,. Die Ergebnisse gibt Tabelle VI 
und Abb. 5 wieder. Wie die Tabelle und die Abbildung zeigen, ist die 
Wirkung von oberflacheninaktiven Stoffen etwa dieselbe, wie die der 
oberflachenaktiven. Das erhaltene Bild ist mit den wohlbekannten 
Literaturangaben wbereinstimmend, die Reihenfolge der Wirkungs- 
fahigkeit der Elektrolyte entspricht ihrer Stellung in der Hofmeisterschen 
Reihe. Es soll hier nur betont werden, daBb mit diesen anorganischen 
Salzen etwa dieselben prozentualen Einwirkungen auf die Quellung 
erzielt werden kénnen wie mit den oberflachenaktiven Salzen, natiirlich 
sind aber die Wirkungen stark nach der Seite der gréBeren Konzen- 
trationen verschoben, was wiederum den verschiedenen Adsorptions- 
gréBen zuzuschreiben ist. Auch tiberwiegt hier, wie Jordan Lloyd (9) 
zeigen konnte, die Peptisationsquellung die Wirkung der Hydra- 
tationsquellung. Die Glucose, entsprechend ihrer geringen Adsorbier- 
barkeit, beeinfluBt die Quellung im ganzen Untersuchungsbereich 
zu einem geringen Grade hindernd. 


Diskussion. 


Wie die angefiihrten und besprochenen Beispiele gezeigt haben, 
wird die Quellung der Gelatine, mag dieser ProzeB durch oberflachenaktive 
oder aber durch oberflacheninaktive Stoffe hervorgerufen sein, nach den 
Regeln der Adsorption, durch die Adsorptionsintensitat und Kapazitat 
des wirkenden Stoffes beherrscht. Den oberflachenaktiven Substanzen 
bzw. den oberflichenaktiven Salzen kommt insofern eine besondere 
Bedeutung zu, daB sie in bezug auf die Grenzfliche Gelatine /Wasser 
ebenfalls grenzflachenaktiv zu sein scheinen, d. h. sie werden von den 
Gelatineteilchen bevorzugt adsorbiert. Um MiBverstandnisse zu vermeiden, 
sei hier wiederum [v. Kathy (10)], betont, daB Grenzflichenaktivitat 
an der Grenze wasserige Lésung/Luft und wisserige Lésung/ fester oder 
fliissiger Stoff keineswegs dasselbe bedeutet. Es sei hier nur das bekannte 
Beispiel der Glucose erwaihnt, die, trotzdem sie an der Grenze wiisserige 
Lésung/Luft véllig inaktiv ist. von Tierkohle doch stark adsorbiert wird. 
Aber auch diese Arbeit liefert einige Beispiele, z.B. den Fall der an- 
organischen Salze. Obzwar diese in wiasserigen Lésungen als negativ 
adsorbiert gelten, werden sie von der Gelatine stark zuriickgehalten, was 
dann im Verein mit ihrer peptisierenden Wirkung zu der beobachteten 
sehr starken Quellungsférderung fiihrt. Dasselbe gilt auch von den starken 
anorganischen Saéuren und Basen, die ja die gréBten Einfliisse auf die 
Quellung bzw. Hydratation der Gelatine besitzen. Leider kénnen Ladungs 
quellung (Hydratationsquellung) und Peptisationsquellung bei gew6éhn 
lichen Quellungsversuchen nicht voneinander getrennt werden, obzwar 
sie verschiedene Vorgiange darstellen und den wahren Uberblick iiber die Er- 
scheinungen verhindern. Um die stérenden Einfliisse der Peptisations- 
quellung auszuschlieBen, miissen die Versuche bei 0° C ausgefiihrt werden, 
was einesteils die Quellungshéhe verringert. wodurch dann die Differenzen 
nicht so ausgepraigt erscheinen, andererseits aber auch besondere MaB 
nahmen bei den Versuchen fordert. 
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Sollen nun jetzt auf Grund der erhaltenen Versuchsresultate die 
untersuchten Substanzen in die Hofmeistersche Reihe eingeordnet werden. 
so erhalt man fiir die Na-Salze etwa die folgende Reihenfolge: 

Citrat < Tartarat Sulfat < Acetat <— Formiat < Propionat -— Butyrat 
Valerianat Chlorid Nitrit Capronat Benzolsulfonat Nitrat 
Cinnamylat < Phenylacetat < Benzoat < Phenylpropionat < Caprinat 

Caprylat — Oleat usw. 


Zusammenfassung. 


Der EinfluB von oberflichenaktiven Stoffen, und zwar von einigen 
Nichtelektrolyten (Alkohole, Harnstoff usw.) wie von organischen Salzen, 
auf die Quellung der Gelatine wird untersucht und mit der Wirkung 
von oberflacheninaktiven Stoffen (Glucose und anorganische Salze) 
verglichen. 

Als Ma der Beeinflussung kann im allgemeinen die Adsorbier- 
barkeit der verschiedenen Substanzen an die Gelatine gelten, wobei 
einigen oberflachenaktiven Salzen, in erster Linie den hydrotropen 
Stoffen Neubergs, insofern eine besondere Stellung zukommt, als sie 
infolge ihrer groBen Adsorptionsintensitat und Kapazitat schon in relativ 
geringen Konzentrationen eine betrachtliche Quellung verursachen 
kénnen. 

Literatur. 

1) Kuhn, Kolloidchem. Beih. 14, 147, 1922. 2) Kiintzel, diese Zeitschr. 
209, 326, 1929. 3) M.H. Fischer, Wolloidchemie der Wasserbindung. 
Dresden und Leipzig 1927. — 4) Kochmann, diese Zeitschr. 136, 49, 1923. 

5) Dette, ebendaselbst 149, 136, 1924. 6) Tomita, ebendaselbst 158, 334, 
1924. 7) v. Kithy, ebendaselbst 237, 396, 1931. 8) Neuberg, eben- 
daselbst 76, 107, 1916; Neuberg u. Weinmann, ebendaselbst 229, 467. 1930. 
9) Lloyd, Biochem. Journ. 24, 1460, 1930. 10) v. Kuthy, diese Zeitschr. 
237, 380. 1931. 











Uber die Wirkung oberflichenaktiver Stoffe auf die Gelatine. 


Il. Mitteilung: 
Gel— Sol-Transformation. 


Von 
A. von Kuthy. 
(Aus dem allgemeinen pathologischen Institut der Universitat in Debrecen.) 


Eingegangen am 21. November 1931. 
ges } 


Zwischen den vielen Wirkungen, welche die verschiedenen Stoffe auf 
die physikalischen Eigenscheften der Gelatine ausiiben, steht die Beein- 
flussung des Uberganges von der Gelform in die Solform in ihrer Wichtigkeit 
keineswegs in letzter Reihe. In einer Arbeit iiber die Kinetik der 
Gelatinierung kommt Feiger (1) zu der Uberzeugung, daB die Gelatinierung 
eine Reihe monomolekularer Prozesse darstellt, und daB ,,die einzelnen 
Prozesse sich stufenweise auseinander entwickeln“. Da8® dieser Ubergang 
von dem festen in den fliissigen Zustand auch eine Funkticn der Reinheit 
der Gelatine ist. war schon lange bekannt, auch wei man _ von 
einigen Untersuchungen, da8 die Gegenwart von fremden Stoffen die 
Reaktionsgeschwindigkeit der Ubergangsprozesse beeinflussen kann. So fand 
Traube (2) in Analogie mit den Na-Cholatversuchen von Shryvers (3), da® 
die Narkotica den Verlauf der Reaktion Gel => Sol bei der Gelatine nach 
der rechten Seite zu verschieben vermégen, d. h. auf die Solbildung férdernd, 
auf die Gelbildung hindernd einwirken. Es ist ebenfalls bekannt, daB die 
anorganischen Salze diesen Vorgang etwa nach ihrer Stellung in der Ho/ 
meisterschen Reihe beeinflussen kénnen. 

Die bei der Untersuchung der Gelatinequellung erhaltenen Befunde 
veranlaBten uns, den EinfluB oberflachenaktiver Stoffe auch auf die 
Gelatinierung bzw. auf die Gel-Sol-Transformation zu untersuchen, 
in der Hoffnung, die Vorginge, ebenso wie bei der Quellung, einheitlich 
erklaren zu kénnen. 

Versuche. 


Die Versuche wurden nach den Prinzipien der bei Z'rawbe (2) be- 
schriebenen Methode ausgefiihrt, und zwar in einer Weise, daB zu 5 cem 
einer noch fliissigen, 20°,igen Gelatinelésung in gleichen geeichten Eprou- 
vetten (16.160mm) 5cem der verschieden konzentrierten oberflachen 
aktiven Lésungen zugefiigt und die beiden Lésungen gut durchgemischt 
wurden. Nach 24sttindiger Aufbewehrung bei Zimmertemperatur (20 bis 
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22°(') wurden Glasperlen von 93 bis 95mg Gewicht auf die Oberflache 
der Gele gelegt, die Eprouvetten in einem Wasserbad von 30° C befestiat 
und die Zeit, wahrend deren die Glasperlen 50 mm tief in die ‘(tele ein- 
dringen, genau gemessen. Als Einheit diente in jeder Versuchsreihe die 
Zeit, in welcher die Glasperlen denselben Weg in einem 10°,igen Gelatine- 
gel zuriickgelegt hatten. Obgleich diese Methode keine absoluten Werte 
liefert, da hier der Warmeleitungskoeffizient, die Reibung, eventuelle 
Schwankungen in der Zimmertemperatur mit einspielen, fiillt sie ihre 
Rolle, ein relatives Ma8 zu liefern, doch gut aus. Parallele Kontrollversuche 
lieferten stets Werte, deren Differenzen 2,0 bis 2,5°,, nie iiberstiegen. 

Zur Untersuchung kamen dieselben Stoffe, wie bei der Untersuchung 
der Quellungserscheinungen. 

In erster Linie, ebenso wie bei den Quellungsversuchen, wurde 
auch hier die Wirkung einiger Narkotica, und zwar die der Alkohole, 
des Acetons, sowie die des Athylurethans und des Harnstoffs unter- 
sucht. Die Ergebnisse gibt Tabelle | wieder. 


Tabelle I. 


EinfluB von Narkotica auf die Erweichungszeit von Gelatinegelen. 
(Wert fiir Wasser 1,00.) 





Zugefiigte Lisung 4,0m 3,0m 2,0 m 1,0m 0.5m 0,25m 0,125m  0,0625m 


OB,08......, 1388 120 | 207 | 1,12 
C,H;OH.... . || 0,863) 0,710 0,776; — 
C;H,OH... 0,319 0466 — 0,721 


1, 1,06 1,06 1,075 

0 . 

0 
CH,—CO—CH,. . | 0,980! 1.010 1,025 | 0,984 0, 

0, 

0, 


75 
13 | 0,914 

85 0,863 - _ 
95 1,020 - — 
743 0,840 0,935 
55 0,884 ; 


Urethen ._.. . . | 0177 0.281 | 0,359 0,530 
Harnstoff. . . . . | 0,241 0370 0406 — 


07 
9 
7 
99 
7 
7 


Wahrend bei den Quellungsversuchen die Alkohole und das Aceton 
die Quellungshéhe etwa in derselben Weise beeinfluBt hatten und Urethan 
und Harnstoff wieder eine Gruppe fiir sich gebildet hatten, zeigt sich 
hier darin eine Differenz, daB Aceton und Methylalkohol hier unwirksam 
sind oder vielleicht auf die Solbildung, entsprechend den Angaben von 
Traube (2) ein wenig hemmend einwirken, wogegen die Solbildung durch 
Athylalkohol schon beschleunigt wird, ebenso von den anderen unter- 
suchten Narkotica, dem Propylalkohol, Harnstoff und Urethan, nur 
in gesteigertem Mabe. Nach den bei den Quellungsvorgaingen ge- 
machten Feststellungen, nach welchen diese Narkotica die Gelatine 
in bedeutendem Grade zu peptisieren vermégen, kénnte man er- 
warten, daB die durch die Peptisation geschwachte Stabilitat der Gele 
sich hier in dem rascheren Ubergang in die Solform aéuBeren wird. 
DaB diese Voraussagungen nicht immer zutreffen, zeigt die folgende 
Versuchsreihe mit den Fettseifen 

Geht man auch weiterhin von den parallelen Vergleichen der 
Quellung und Solbildung aus, so sieht man hier in den meisten Fallen 
eine weitgehende Ubereinstimmung mit den zu erwartenden Resultaten 








ie 


le 


ps 





Wirkung oberflachenaktiver Stoffe auf die Gelatine. II. 333 


(siehe Tabelle Il). Die drei ersten Glieder der Reihe haben die Quellung 
gehindert, hier verlangern sie die Zeit, die zur entsprechenden Er- 
weichung des Gelatinegels nétig ist. Ebenso wie dort verhalt sich butter- 
saures Na auch hier neutral, wihrend vom fiinften Gliede der Reihe 
nach, ihrer quellungsférdernden Wirkung entsprechend, die Solbildung 
begiinstigt wird. Interessanterweise zeigt sich auch hier eine iiber- 
raschende Ausnahme: vom caprylsauren Na wird gegen alle Erwartung 
nicht die Sol-, sondern die Gelbildung begiinstigt. Dagegen entspricht 
das Verhalten des zitronensauren, weinsauren und oxalsauren Na ihrer 
quellungshemmenden Wirkung, die Solbildung wird von ihnen in be- 
deutendem MaBe gehindert. Nach dem eigentiimlichen Verhalten des 
caprylsauren Na wire es auBerst interessant, auch die Wirkungen der 
héheren Fettseifen zu untersuchen; leider erlaubt aber ihre geringe 
Léslichkeit, zumal bei der hier verfolgten Methode die Mengenverhalt- 
nisse im Vergleich mit den Quellungsversuchen stark zugunsten der 
Gelatine verschoben sind, die weitere Untersuchung nicht. 


T abe lle Il. 


EinfluB von Fettseifen auf die Erweichungszeit von Gelatinegelen. 
(Wert fiir Wasser 1,00.) 





Zugefiigte 25 0,125 m 0,0625 m 0.0312 m_ 0,0156 m |0,0078 m 


Lisung 2,0m 10m 05m 0,25m 
Na-formiat. . 1,980 1,430 1,090 1,059 1,010 ~- 1,000 0,992 
Na-acetat . . 1,080 1,056 1,030 0,984 — - 1,080 . 
Na-propionat . 1,440 1,180 0,995 0,963 0,928 0,896 0,916 
Na-butyrat. . 0,952 1,059 0,930 0,867 0,940 1,020 1,030 
Na-valerianat 0,614 | 0,792 0,874 0,880 0,834 0,936 0.945 0,952 
Na-capronat . — 0,727 0.857 0,915 1,100 0,920 0,988 | 1.050 
Na-caprylat . _ — 1,750) 1,890 1,250 1,070 
Na-citrat . . - 2,700 1,230 1,020 0,909 0,872 
Na-tartarat . ~- - 2.770 2,630 2,020 -— 1,840 0,964 
Na-oxalat .. -- — i2,790' 2,120 —_ 1,600 1,330 


Die hydrotropen Salze der aromatischen Reihe, benzoesaures, 
phenylessigsaures und phenylpropionsaures Na, sowie benzolsulfosaures 
Na nehmen auch hier eine, ihrer besonderen EKigenschaft entsprechende 
bedeutende Stellung ein. Wie vorausgesehen, beschleunigen sie die 
Umwandlung des Gels in das Sol in duBerst hohem Mae (siehe 
Tabelle III), ihre Wirkung ist noch viel bedeutender als jene, die 
sie auf die Quellung ausgeiibt hatten, und erreicht fast den EinfluB 
der Salzsiure und der Natronlauge (siehe Tabelle IV). n benzoe- 
saures Na driickt die Ubergangszeit in die Solform sogar unter 10% 
des Wasserwertes, und wird diese Substanz in noch gréBerer Konzen 
tration zugesetzt, so verliert die Gelatine die Fahigkeit, ebenso 
wie auf Zusatz von 0,5 n NaOH, bei Zimmertemperatur zu einem Gel 


zu erstarren. 


EinfluB hydrotroper 
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Tabelle 


Salze auf 


(Wert fiir Wasser 


die 


e7%. 


Erweichungszeit 
1,00.) 


von Gelatinegelen. 





Zugefiigte Lisung 


Na-benzoat ; 
Na-phenylacetat . 
Na-phenylpropionat 


| 1,0n 
0,093 
0,200 


0.5n 


0,331 
0,453 
0,393 


0,25 n 


0,461 
0.695 
0,614 


0,125 n | 0,0625n  0,0312 n 
' 

0,951 — 
1,010 


0.830 - 0,934 





0,200 | 0,328 0,595 0,822 


Na-benzolsulfonat 


Tabelle IV. 
EinfluB von NaOH und HC! auf die Erweichungszeit von Gelatinegelen. 
(Wert fiir Wasser 1,00.) 





Zugefiigte Lisung 1,0 u 0.5 u 0,254 0,125 u | 0.0625 u 0,0312u 0,0156 a |) 0,0078 u 


0,968 
0.972 


0,959 
0,926 


0,950 
0,895 


0,750 
0,840 


0,138 
0,477 


0,500 
0,566 


erstarrt nicht 
0,003 0,075 


NaOH 
HCl. 


Was endlich die Einwirkung der  oberflacheninaktiven an- 
organischen Salze und die der Glucose betrifft, sind die Ergebnisse 
der Quellungs- und Solbildungsexperimente wieder tbereinstimmend 
(siehe Tabelle V). Den Befunden bei den Quellungsversuchen ent- 
sprechend wirkt NaCl weniger, NaNO, starker auf die Solbildung 
begiinstigend ein, wahrend Na,SO, und Glucose die Solbildung hindern 
Auch hier trifft man, ebenso wie beim zitronensauren und weinsauren Na, 
die interessante Erscheinung, daB, obzwar in diesen Erweichungs- 
experimenten im Vergleich mit den Quellungsversuchen das Mengen- 
verhaltnis Gelatine/wirkende Substanz erhéht wurde, die Einwirkung 
auf die Solbildung viel betrachtlicher ist, als man nach den Schrumpfungs- 
werten der Quellungsversuche erwartet hatte. Die Ursache der erhéhten 
Wirkung liegt wahrscheinlich darin, daB die — wegen der Unvoll- 
kommenheit der Methode mitgemessene — Viskositaét durch die aus- 
salzende bzw. schrumpfende Wirkung dieser Stoffe erhéht und dadurch 
das Eindringen der Perlen in das Gel bzw. ihre Fort bewegung in demselben 
stark gehindert wird. 
Tabelle V. 
EintluB oberflacheninaktiver Stoffe auf die Erweichungszeit von Gelatine- 


gelen. (Wert fiir Wasser 1,00.) 





Zugefiigte 
Lésung 


40m 3,0m 20m 1,0m 0.5 m 0.25 m 0.125m 0,0625m 0,0312m 0,0156 m 


1,090 


1,030 
0,456 
2,020 
1,850 


0,945 
0,600 
1,540 
1,800 


0,945 
0,330 
2,790 
2,150 


0,865 
0,138 
5,850 
2,890 


NaCl 0,506 0,707 
NaNO, — | 0,032 
Na,SOQ, — o 

Glucose 


0,790 - 


0,775 
1,380 — 
1,750 


1,280 | 1,199 


1,710 
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Diskussion. 

Mit einigen Ausnahmen konnte also der erwartete Parallelismus 
zwischen der Quellung und dem Ubergang von der Gel- in die Solform 
iiberall aufgefunden werden. Maxima, wie die bei der Quellung, kénnen 
hier natirlich nicht erwartet werden, da ja die VergréBerung der Kon- 
zentration des wirkenden Stoffes eine erhéhte Lésung bzw. Peptisation 
und damit eine weitere Erweichung des Gels zur Folge hat. Diese Wirkung 
kann in einigen Fallen soweit gehen, daB die Gelatinesole nicht mehr 
fahig sind, Gele zu bilden. Dieser Fall tritt z. B. bei benzoesaurem Na, 
sowie bei HCl und NaOH ein. Auch kann hier zwischen Ladungs- und 
Peptisationsquellung nicht unterschieden werden, da die eine durch 
Aufnahme von Quellungswasser die Festigkeit der Micellen verringert, 
die andere durch die Zerst6rung der Micellen zu demselben Endresu]tat, 
zur Beschleunigung des Ubergangs von der Gelform in die Solform fiihrt. 

Die Wirkung der einzelnen Stoffe wird hier ebenso, wie bei der 
Quellung durch die Adsorbierbarkeit derselben bestimmt. Daraus 
folgt, daB den gut adsorbierbaren Stoffen, in erster Linie den hydrotropen 
Salzen Neubergs (4), auch hier eine ausgezeichnete Rolle zukommt. 
Die Wirkung dieser Stoffe ist um so gréBer, da neben der Hydratations- 
quellung auch ihre schon vielmals besprochene ausgezeichnete Lésungs- 
fahigkeit mitspielt, d. h. eine recht bedeutende Peptisation verursacht. 
Ihre Wirkung wird nur von Na N O,, sowie von NaOH und HC erreicht 
bzw. iiberschritten. Betrachtet man die grobe Adsorptionsintensitat 
und Kapazitat der H-, OH’- und NO, -Ionen, so sind diese Ergebnisse 
gar nicht tiberraschend. 

Die gefundenen Ausnahmen, das sonderbare Verhalten des Methyl- 
alkohols, des Acetons, sowie des caprylsauren Na kénnen auf Grund 
der verfiigbaren Versuchsresultate nicht erklirt werden, um so weniger, 
da ihr Verhalten nicht nur mit dem ihrer Homologen, sondern auch 
mit den Ergebnissen der Quellungsversuche im Gegensatz stehen. 

Nimmt man an, daB die zwei Formen der Gelatine, die unlésliche 
Gelform A und die lésliche Solform B, zwei verschiedene Polymerisations- 
formen darstellen, oder auf Grund der Resultate von Reiger (1) 
die Endstufen eines langeren Hydrolyseprozesses bilden, so kénnen 
unsere Ergebnisse mit den Angaben der Literatur gut in Uberein- 
stimmung gebracht werden. Es ergibt sich die Wirkung der oberfliichen- 
aktiven Salze aus ihrer dispergierenden Eigenschaft, die von uns an 
einer anderen Stelle schon eingehend beschrieben wurde [von Kuthy (5)]. 
Auch ist die Fahigkeit gewisser Elektrolyte, besonders aber der an der 
CNS’-Seite der Hofmeisterschen Reihe stehenden, den Polymerisations- 
grad verschiedener hochpolymerer Kohlenhydrate (Cellulose) zu ver- 
mindern, langst bekannt. Fiir die Wirkung der Narkotica bleibt nun 
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die geistvolle Analogie Kiintzels (6) mit der Warmepeptisation, die ja 
auch die Umwandlung der Gelatine A in die B-Form bewirkt. 

Und wenn auch nach Northrop und Kunitz (7) bei dem Ubergang 
vom Gel in das Sol keine neue Phase auftritt, so kann gesagt werden, 
daB die monomolekulare Reaktion Reigers, Gel => Sol durch ober- 
flachenaktive Stoffe, sowie von Elektrolyten, die an der CNS’-Seite 
der Hofmeisterschen Reihe stehen, nach rechts, durch Glucose und 
die Glieder der SO;-Seite der Hofmeisterschen Reihe nach links 
verschoben wird. 

Zusammenfassung. 


Es wird die Beeinflussung der Reaktion Gel => Sol bei der Gelatine 
durch oberflichenaktive und einige oberflacheninaktive Stoffe unter- 
sucht und mit der Wirkung derselben Substanzen auf die Quellung 
verglichen. Es wird gefunden, daB im allgemeinen die Stoffe, welche 
die Quellung der Gelatine férdern, die obige Reaktion nach rechts, 
jene, welche die Quellung hindern, die Reaktion nach links verschieben. 


Literatur. 

1) Reiger, Kolloidchem. Beih. 19, 381, 1924. 2) Traube, Pfliigers 
Arch. 176, 70, 1919. 3) Shryver, Proc. Roy. Soc. London Serie B, 88, 
96, 1910; 87, 366, 1914, zitiert nach Traube. 4) Neuberg, diese Zeitschr. 
76, 107, 1916; Neuberg u. Weinmann, ebendaselbst 229, 467, 1930. 

5) v. Kttthy. ebendaselbst 237, 380, 1931. 6) Kiintzel, ebendaselbst 209, 
326, 1929. 7) Northrop u. Kunitz, J. physic. Chem. 35, 162, 1931. 
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Uber die Wirkung oberflichenaktiver Stoffe auf die Gelatine. 


Ill. Mitteilung: 
Optische Aktivitit. 


Von 
A. von Kithy. 


(Aus dem allgemeinen pathologischen Institut der Universitat in Debrecen.) 


(Eingegangen am 21, November 1931.) 


In zwei friiheren Arbeiten haben wir den EinfluB verschiedener ober- 
flachenaktiver und -inaktiver Stoffe auf die Quellungsfahigkeit und auf die 
Gel—Sol-Umwandlung der Gelatine untersucht und gefunden, daB diese 
Prozesse im Sinne der Adsorptionsregel beeinfluBt werden. Die Wirkung der 
untersuchten Substanzen wird von ihrer Stellung in der Hojfmeisterschen 
Reihe bestimmt, und zwar tibt eine Gruppe der oberflachenaktiven Stoffe, 
die nicht ionisierenden Narkotica eine geringe, die oberflachenaktiven Saize 
aber eine recht betrachtliche quellungsférdernde und solbildende Wirkung 
aus. An erster Stelle stehen hier die aromatischen Salze, die typischen 
hydrotropen Stoffe Neubergs (1); infolge der groBen Adsorptionsintensitat 
und Kapazitaét der NO3- und NO;-Ionen folgen ihnen die anorganischen 
Salze NaNO, und NaNO,. In manchen Fallen kommt man sogar der 
Wirkung der Salzsiiure und der Natronlauge nahe. 

Es war von uns angenommen worden, daB8 die untersuchten Substanzen 
ihre beschriebene Wirkung dadurch erreichen, daB sie die RKeaktion Gela- 
tine A —™ Gelatine B nach der rechten Seite verschieben kénnen. Inwie- 
weit diese Annahme richtig ist, soll hier auf Grund des optischen Verhaltens 
gepriift werden, da, wie bekannt, die solf6rmige Gelatine A sich durch ihr 
vermindertes Drehungsvermégen von der gelférmigen Gelatine B unter- 
scheidet. Als Stiitzpunkte zu dieser Annahme stehen schon einige Literatur- 
angaben zur Verfiigung; so hatte Smith festgestellt (2), daB Mutarotation 
und Erstarrungsvermégen sich parallel andern. Stiasny (3) konnte durch 
Elektrolytzusétze die Drehung der Gelatine verindern. Nach Kraemer 
und Fanselow (4) besteht zwischen dem kolloidalen Zustand und der optischen 
Aktivitaét eine scharfe Parallelitét. wobei die Wirkung der verschiedenen 
Elektrolyte durch ihre Stellung in der lyotropen Reihe bestimmt wird. 
Und da es uns zu zeigen gelang, daB die Quellungsfahigkeit und Gelatinierung 
sich parallel andern, war zu erwarten, da® die Stoffe, welche die Quellung 
und die Solbildung begiinstigen, eine Drehungsverminderung, die, welche 
Schrumpfung verursachen und die Solbildung hemmen, eine VergréBerung 
der optischen Aktivitét hervorrufen wiirden. 
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Versuche. 

Die Versuche wurden mit 5°, igen Gelatinelésungen ausgefiihrt, und 
zwar in der Weise, daB die abgewogene Celatinemenge in den zu unter- 
suchenden Lésungen bei 50°C aufgelést, filtriert, in 2dm lange Polarisa- 
tionsréhren gefiillt und nach Verlauf von 6 Stunden, wahrend deren die 
Fliissigkeit die Zimmertemperatur von etwa 20°C angenommen und nach 
den Ergebnissen der Vorversuche schon den konstanten Wert erreicht 
hatte, die Messung vorgenommen wurde. Da nach Kraemer und Fanselow (5) 
der Temperaturkoeffizient der optischen Drehung sich unter 25°C nur 
gering andert und erst tiber dieser Temperatur rasch anzuwachsen beginnt. 
sind die erhaltenen Werte trotz den kleinen Anderungen in der Zimmer- 
temperatur miteinander vergleichbar. 

Bei der Berechnung der Ergebnisse wurde so vorgegangen, da® fiir 
jeden Fall die spezifische Drehung berechnet und die erhaltenen Werte 
auf den Wasserwert, d. h. auf die Drehung der Gelatine in reinem 
Wasser bezogen wurden. Die Daten der Tabellen bedeuten also den 
Drehungswert in Prozenten der rein wiasserigen Gelatinelésung. 

Es wurden im allgemeinen dieselben Stoffe auf ihre Wirkung 
untersucht wie bei den Quellungs- und Gelierungsversuchen. Um den 
Vergleich mit den Ergebnissen der erwahnten Untersuchungen zu er- 
leichtern, wurde dieselbe Reihenfolge wie dort eingehalten. 

Die Untersuchungen beginnen also mit der Narkoticareihe Propyl- 
alkohol, Harnstoff und Urethan. Wie Tabelle I zeigt, verhalten sich 
die Narkotica den Erwartungen entsprechend; wie sie die Quellung 
und die Solbildung geférdert hatten, verringern sie hier die Drehung 
der Gelatinelésungen zu einem recht bedeutenden Grade. Eine Sonder- 
stellung unter ihnen nimmt der Harnstoff ein, der die optische Aktivitat 
der Lésung in 4,0 mol. Konzentration sprunghaft auf etwa 10°, des 
Wasserwertes herunterdriickt. 


Tabelle I. 


Optische Aktivitaét der Gelatine in Narkoticalésungen. 





Lisungsmittel 4m 3m 2m Im 0,50 m 0,25 m 
C,H,OH ....1 662 78,8 89,8 89,8 | 109,0 96,6 
Urethan. .... 66,2 76,0 86,4 86,4 96.6 106.9 
Harnstoff .... 13,8 82,2 82.8 100.5 100.5 103.5 


Die nachste Versuchsreihe mit den Fettseifen und den Na-Salzen 
der Zitronen- und Weinséure bringt wieder einige Uberraschungen 
(siehe Tabelle II). Besonders auffallig ist das Verhalten des ameisen- 
sauren Na. In hohen Konzentrationen, entsprechend seiner groBen 
schrumpfenden Wirkung erhéht es das Drehungsvermégen der 
Gelatine, wird aber seine Lésung auf 1,0 n verdiinnt, so schligt die 
Wirkung in die entgegengesetzte um, die Drehung wird vermindert. 
Diese Art von Wirkung dauert etwa bis zur 0,25 n Konzentration, 
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von wo an die Drehung wieder zunimmt. Die Wirkung der weiteren 
xlieder entspricht wieder den Erwartungen. Essigsaures Na wirkt 
auf die Drehung erhéhend, propionsaures Na ist witkungslos, butter- 
saures und valeriansaures Na driicken die Aktivitét der Lésungen 
herab. Einen Widerspruch gegeniiber den Quellungs- und Gelierungs- 
versuchen zeigt das Verhalten des zitronensauren Na, das, anstatt zu 
erhéhen, vermindernd auf die Drehung wirkt, wogegen die Drehungs- 
kurve des weinsauren Na unsere Erwartungen bestitigt. 


Tabelle Il. 


Optische Aktivitaét der Gelatine in Fettseifenlésungen. 





Zom 
om 


Lésungsmittel 


4,0 m 
3.0 m 
2,0 m 
1,0 m 
5m 
0,25 m 
0,125 
0.0625 
0,0312 m 
0.0156 m 


Na-formiat . . . 55,1 120,8,117,0 63,5. 71,8 107,4:116.0 — 


Na-acetat. ... _ 114,38 109,0 100,0 98,0 1020 — 
Na-propionat . . _- — 96,6 94.6 > 925 1004) —- — - 
Na-butyrat . .. —  — | 72,3 95,2 100,0 103.3 103,38) 103,3)106,1. — 
Na-valerianat . . — — 70,4 78,7 96,6) 96,6, 107.6 106.8; 994 — 
Na-citrat . ... - - — 69,1! 82,9 82,9 82,9 89,8! 91,1) 102,0 


Na-turtrat ... ~ - - - — 1144 104,8 103.3 102,0 


Da die zwei héheren Glieder der Benzoesaiurereihe mit dem Ca- 
Gehalt der Gelatine einen geringen Niederschlag bilden, der die Ablesung 
des Drehungswertes stért, konnte nebst benzolsulfosaurem Na nur das 
erste Glied der Reihe untersucht werden. In Tabelle II] sind die Werte 
dieser Versuche mit den Daten der NaOQH- und HCl-Wirkungen zu- 
sammengestellt. 

Tabelle III. 





Optische Aktivitét der Gelatine in hydrotropen Salzlésungen, in NaOH 
und in HCl. 
i = = = = | = 2 ie o 
Lisungsmittel eS : - s = 6 <i © 4 
- os a ~ S S J S S 
Na-henzoat. . .... — 801 80,1 953 93,8 86,3 97,8 
Na-benzolsulfonat . . . — _ — 634 788 78.8 96,6 | 100,6 
ing, Ce oe eee _ - | 20,7 | 26,9 | 35.2 53,7 69,0 
_, ee a a 74,5 76,6 78,7 84,2 85.6 899 


Alle vier Substanzen besitzen die Eigenschaft, den Drehungswert 
vermindern zu kénnen, wie sie ja auch die Quellung und die Solbildung ge- 
fordert hatten. Merkwiirdigerweise gestaltet sich ihr EinfluB — vielleicht 
mit Ausnahme der Natronlauge — bei weitem geringer, wie man es 
nach ihrer auBerordentlichen Wirksamkeit bei den zwei eben erwalinten 
Vorgingen sich vorstellen kénnte. Das so iiberaus wirksame benzoe- 
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saure Na vermindert die Drehung nur um 20°, und auch HCl bewirkt 
— selbst in 2,0 n Lésung — nur eine Abnahme von 35%, wenn sie 
auch in dieser Dichte die Erstarrung der Gelatine ginzlich verhindert. 

Die Experimente mit den anorganischen Salzen NaCl, NaNO, 
und Na,SQ,, deren Verhalten aus der Literatur schon bekannt ist, 
bestatigen die diesbeziiglichen Angaben. NaCl und NaN Os, welche die 
Quellung geférdert hatten, vermindern hier die Aktivitaét der Lésung, 
wahrend das quellungshemmende Na,SO, die Drehung erhéht (siehe 
Tabelle 1V). Hier zeigt sich dieselbe Erscheinung, die schon bei der 
vorangehenden Versuchsreihe beobachtet wurde, die Drehungs- 
verminderungen gestalten sich, prozentual ausgedriickt, viel kleiner, 
als man auf Grund der Quellungsversuche erwarten kénnte. 


Tabelle IV. 


Optische Aktivitét der Gelatine in oberflaicheninaktiven Lésungen. 





0,125 m 

0,0625 m 

0,0312 m 
56m 





Lésungsmittel = & = E ‘S 2 
SST a) el Sg S 
Sara ee oe 68,9 | 76,9 88.4! 96.7| 96,7 — - -— 
ee er er ore 58,6! 71,7 76,9 85,7 912 96,7 — — 
ee — 116.0 107,6 103,2 100.6 100,6 107.6 108,2 
ee ee — | 69,0, 87,0) 98,7. — -— -- ~ — 


Interessanterweise hat der Zusatz von Glucose ebenfalls die Ver- 
minderung der Drehung zur Folge. Die Werte fiir diese Substanz 
wurden so erhalten, daB von dem Drehungsvermégen der reinen Glucose- 
lésung das der Gelatine enthaltenden Lésung abgezogen und der ge- 
bliebene Wert fiir die Rechnung verwendet wurde. So ist z. B. fiir die 
4,0 mol. reine Glucoselésung « = 72,8°; der Wert fiir die Lésung, die 
auch Gelatine enthalt, ist « = 62,8°, auf die Wirkung der Gelatine fallt 
also — 10,0°. Reine 5%ige Gelatinelésung gibt unter diesen Be- 
dingungen einen Drehungswert von — 14,5°, die erhaltene Drehung 
macht also 10 . 100/14,5 = 69°, des Wasserwertes aus. Da die anderen 
untersuchten Substanzen optisch inaktiv waren, konnte ihre Wirkung 
durch einfache Prozentrechnung erhalten werden. 


Diskussion. 


Wenn auch die optische Aktivitét und das Erstarrungs- bzw. 
Erweichungsvermégen sich nicht ganz, wie Smith (2) behauptet, 
parallel andern, so gibt es zwischen den zwei Vorgangen zweifellos 
einen Zusammenhang. Und da uns in den zwei vorangehenden 
Arbeiten der Beweis gelang, daB Quellung und Erweichungsvermégen 
miteinander verbundene Erscheinungen sind, so kann es als bewiesen 
gelten, daB diese drei Vorginge einen gemeinsamen Faktor haben. 
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Und wenn auch zurzeit die Mechanismen dieser Vorgainge nicht als 
eindeutig geklart betrachtet werden kénnen, so scheint uns die An- 
nahme, daB der gemeinsame Faktor der Ubergang der Gelatine von 
der A- in die B-Form sei, begriindet zu sein. 

Die gefundenen Abweichungen, so z. B. das sonderbare Verhalten 
des Harnstoffs, des ameisensauren Na, der Glucose und die geringfiigige 
Beeinflussung durch die hydrotropen Stoffe, sind wahrscheinlich der 
Bildung von Molekiilverbindungen zuzuschreiben, die dann die Beein- 
flussung der Aktivitaét verdecken oder auch aufheben. DaB solche 
Molekilverbindungen mit besonderen optischen Eigenschaften bei den 
Proteinen recht oft vorkommen, wurde unlingst von Pauli und Weiss (6) 
fir Ovalbumin, Serumalbumin und Pseudoglobulin bewiesen. Diese 
Proteine bilden nicht nur mit anorganischen Salzen, sondern auch mit 
Harnstoff und den hydrotropen Salzen Molekilverbindungen. Auf 
diese Weise kénnten vielleicht simtliche besprochenen Abweichungen 
erklart werden. DaB selbst die niederen Alkohole eine ausgesprochene 
Tendenz zur Bildung von Molekilverbindungen besitzen, hatten die 
Versuche von Neuberg und Weinmann (7) gezeigt. Dasselbe gilt auch 
fiir die Salzsiure und Natronlauge, sowie auch fiir den ebenfalls er- 
wahnten Fall des NaN Og. 


Zusammenfassung. 

Wird zur Gelatine irgendein oberflichenaktiver oder inaktiver 
Stoff zugesetzt, so wird das Drehungsvermégen der Gelatine geaindert. 
Im allgemeinen wirken Substanzen, welche die Quellung der Gelatine 
férdern und die Solbildung begiinstigen, auf die optische Aktivitat 
vermindernd, waihrend schrumpfende und die Gelbildung begiinstigende 
Stoffe die Drehung vergréBern. Es wird angenommen, da der gemein- 
same Faktor der drei Vorginge der Ubergang der Gelatine von der 
A- in die B-Form sei. 

Literatur. 
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Uber die Quellung von kollagenen Fasern. 


Von 
A. von Kiuthy. 
(Aus dem allgemeinen pathologischen Institut der Universitat in Debrecen.) 


(Eingegangen am 21. November 1931.) 


Wahrend die Gelatine seit langen Jahren Gegenstand zahlreicher 
Untersuchungen gewesen war und ihr Verhalten unter den ver- 
schiedensten Bedingungen grindlich durchforscht wurde, sind die 
Eigenschaften ihrer Muttersubstanz, des Kollagens, noch fast unbekannt, 
obzwar seine Teilnahme am Aufbau des Organismus — es ist ein Baustein 
von fast allen tierischen Geweben — ihm eine besondere Bedeutung 
erteilt. 

Von den wenigen Arbeiten, die sich mit den kollagenen Fasern be 
schaftigen, steht an erster Stelle die von Kiintzel (1), welche das Quellungs- 
vermégen der Fasern des Kattenschwanzes in starken anorganischen 
Sauren (HCl, HNO, und H,S0O,) behandelt. AKiéintzel fand, daB schon 
auBerst geringe Saiuremengen geniigen (0,0004 n Lésungen), um die Fasern 
zu maximaler Quellung zu bringen, wahrend in destilliertem Wasser merk- 
wirdigerweise keine Quellung eintritt. In einer groBen Reihe von Arbeiten 
untersuchte Nageotte (2) das Verhalten dieser Fasern in sehr verdiinnten 
(*/:9900- bis */s5990fache Verdiinnung) Essigsiurelédsungen. Er konnte zeigen, 
daB auch hier eine bedeutende Quellung eintritt und daB der Quellungs- 
vorgang mit der Auflésung eines Proteinstoffes, seiner Meinung nach eines 
Albumins, verbunden ist; dieses Albumin liefert dann mit einwertigen 
Alkalisalzen ein Koagulum, welches an die Fibrinfasern erinnert. 


Auf die biologische Wichtigkeit dieser Erscheinungen soll hier nur 
hingewiesen werden (siehe dazu die Arbeiten von Nageotte), im fol- 
genden werden die Quellungsversuche beschrieben, die auf Anregung 
des Herrn Prof. Huzella unternommen wurden. 


Versuche. 

Die Versuche wurden nach der bei Aiéntzel (1)  beschriebenen 
Methode ausgefiihrt. Als MaB der Quellung dient die Verkiirzung der 
gequollenen Fasern, die Daten der Tabelle bedeuten die Verkiirzung in 
Prozenten der urspriinglichen Linge (etwa 100mm). Die frischen Fasern 
wurden vor Beginn der Versuchsperiode 6 Stunden lang in destilliertem 
Wasser gehalten. Die Ablesungen erfolgten 24 Stunden nach Anfang des 
Versuchs, wo sich schon der konstante Wert eingestellt hatte. Die Zimmer- 
temperatur, bei welcher die Experimente ausgefiihrt wurden, betrug un- 
gefahr 20 bis 22°C. 
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Zur Untersuchung kam die Wirkung der oberflachenaktiven Stoffe der 
homologen Reihe: benzoesaures, phenylessigsaures und phenylpropion- 
saures Na, sowie die der Na-Salze der Zimtsaéure und der Benzolsulfo- 
sdiure, also einige der hydrotropen Salze Neubergs (3) (4). Auch wurde 
die Quellungsbeeinflussung eines Nichtelektrolyten, des Harnstoffs, 
untersucht und die Ergebnisse mit den Quellungswerten der Essigsiure 
verglichen. 

Die Ergebnisse mit den oberflaichenaktiven Salzen und mit Harnstoff 
gibt Tabelle I wieder. Wie aus den Versuchsdaten ersichtlich, quellen 


Tabelle I. Quellung in oberflichenaktiven Lésungen. 





Konzentration in Mol/Liter 


Quellungsmittel : 
4.0 2.0 1.0 0.5 0,25 0,125 0.0625) 0.0312 0.0156 


Na-benzoat ..... —  —| 57,0; 59/35 | 2,0 | 1,9 0,0 1,9 
Na-phenylacetat . . . 41,0; 29) 2,0 | 1,8 | 1,5 0,9 0,5 
Na-phenylpropionat. . — | 27,0 | 21,0} 23 | 1,5 | 0,0 0,0 
Na-cinnamylat . .. . — -| — | 286) 2,7 | 09 | 1,0 0,0 


eee 19.2'33! 1,5) 1,2) 0,0 | 09 —_ 


diese oberflachenaktiven Substanzen in hohen Konzentrationen in 
einem 4uBerst groBen Mabe. Die Verkiirzung der Faser betragt 
z. B. in n Lésung von Na-benzoat 57°, der urspriinglichen Lange, 
in n Na-phenylacetat 41°, usw. Die Verkiirzung ist also bedeutend 
gréBer als der Wert, welcher von Kiintzel fiir die Mineralsduren an- 
gegeben wurde (33°). Interessanterweise besitzen die oberflichen- 
aktiven Substanzen quellende Wirkung nur in sehr hohen Kon- 
zventrationen. Werden die genannten Lésungen auf das Zweifache 
verdiinnt, so sinkt der Quellungswert auf einen Bruchteil des friiheren, 
um bei weiterer Verdiinnung ginzlich zu verschwinden. So ist die 
Verkiirzung in 0,5 n Na-benzoat nur 5,9°,, in 0,5 n Na-phenylacetat 
nur 2,9°% usw. Demgegeniiber ist die Verkiirzung in verdiinnten Kssig- 
siurelésungen stets der Saurekonzentration proportional  (siehe 
Tabelle 11), d.h. nimmt mit sinkender Saurekonzentration nur lang- 
sam ab. 
Tabelle IT. Quellung in Essigséure. 





Verdiinnung 1/1 0¢ li soo 1/10 000 liiso0 lio ( 30000 | *l4 


Quellung in % . . 39,0 26,0 22.0 16.9 13,2 8.5 54 


Es soll hier betont werden, daB die Vorgeschichte der Fasern 
fiir ihr spaiteres Verhalten bei den Versuchen von ausschlaggebender 
Bedeutung ist und man, wenn die Fasern nicht mit peinlichster Sorgfalt 
vollkommen gleich behandelt werden, zu ganzlich unbrauchbaren Resul- 
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taten kommt. So quellen die Fasern, die, aus dem Rattenschwanz 
frisch erhalten, bei Vermeidung der vorhergehenden Wasserbehandlung 
unmittelbar in die Essigsiurelésungen gelegt werden, nur duBerst 
langsam; und wahrend die mit Wasser vorbehandelten Fasern den 
maximalen Quellungswert in wenigen Stunden erreichen, dauert dieser 
Vorgang bei den nicht behandelten Fasern 1'/, bis 2 Tage. Werden die 
frischen Fasern direkt in die hydrotropen Salzlésungen gelegt, so erfolgt 
anstatt Quellung eine Schrumpfung, und der Seidenglanz der Fasern 
nimmt zu. Wascht man aber die mit den hydrotropen Salzen behan- 
delten Fasern einige Stunden in Wasser, so geht der Quellungsvorgang 
wieder normalerweise vor sich. 

Eine weitere Versuchsreihe hatte gezeigt, daB die Quellungs- 
wirkungen der verschiedenen Agenzien, ebenso wie bei der Gelatine, 
sich addieren kénnen. Werden die Fasern, die in einer hydrotropen 
Salzlésung bis zum maximalen Wert gequollen waren, in eine Harnstoff- 
lésung tibergefiihrt, nachdem sie oberflachlich mit Wasser abgespiilt 
waren, so geht die Quellung weiter vor sich und der zweite Quellungs- 
vorgang verlauft unabhaingig von dem ersten. So verkiirzen sich 
die Fasern, deren Linge in n Na-benzoatlésung schon um 57%, ab- 
genommen hatte, bei Uberfiihrung in 4,0 mol. Harnstofflésung, um 
weitere 14%. 

Das Verhalten der kollagenen Fasern zeigt also in verdiinnten 
Sauren und in den Lésungen der oberflichenaktiven Stoffe eine Ab- 
weichung, die weder bei der Gelatine, noch bei einem anderen 
Protein beobachtet werden konnte. Nach diesen Abweichungen muB 
gefolgert werden, daB, falls auch bei der oberflichenaktiven Quellung 
eine Proteinsubstanz aus den Fasern herausgelést wird, wie es bei der 
Essigséurequellung geschieht, diese Substanz je nach der Quellungs- 
art eine andere Zusammensetzung haben wird. Ein derartiges Ver- 
halten ist um so mehr zu erwarten, da man aus den Untersuchungen 
von Knaggs (5) sowie von Knaggs und Shryver (6) weiB, daB die Saure- 
oder Laugebehandlung die physikalischen und die chemischen Eigen- 
schaften der Proteine verindert. Eine Gelatine, welche vorher mit 
kalter Siure oder Lauge behandelt wurde, liefert nach der Hydrolyse 
ganz andere Hausmann-Zahlen, d.h. die chemische Struktur wird 
verschiedenartig beeinfluBt. Diese Angaben begriinden gleichzeitig, 
warum die Vorgeschichte eines Proteins bekannt sein mu’, um die 
spaiteren Versuchsergebnisse verwerten zu kénnen. 


Um unsere Annahme zu beweisen, wurde so vorgegangen, da{} von 
den frischen, zwischen Filterpapier gut getrockneten Fasern ungefahr 
0,lg genau abgewogen und nach _ sechsstiindiger Vorbehandlung in 
destilliertem Wasser in die folgenden Quellungsfliissigkeiten gelegt wurde: 
< verdiinnte Essigsiure, n Na-benzoat und n Na-benzolsulfonat. 


10000 
Zu 0,1 g Fasersubstanz wurden von den Quellungsfliissigkeiten 20 bzw. 
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10cem gegeben (letztere in der Tabelle als Lésung I] bezeichnet). Nach 
24stiindigem Quellen wurden die Fasern durch Filtrieren entfernt und in 
den Lésungen der Gesamt-N-Gehalt mit der Mikrokjeldahlmethode und 
der NH,-N-Gehalt vor und nach einer sechsstiindigen Hydrolyse mit dem 
gleichen Volumen 20°,iger NaOH nach van Slyke bestimmt. Auch wurde 
das Trockengewicht des aufgelésten Proteinstoffes durch Verdampfen von 
je 30ccem Lésung bestimmt, wobei der Wert des Lésungsmittels in be- 
sonderen Versuchen bestimmt und vom obigen Wert abgezogen wurde. 
Die Ergebnisse, die Mittelwerte von je zwei Parallelversuchen sind, gibt 
Tabelle IIT wieder. 


Tabelle ITI. 


Zusammensetzung des aufgelésten Proteins. mg/]00cem Lésung. 





Essigsiure! Essigséiure I] Na-benzoat I Na-benzoat Il ——— 
Trockensubstanz. . 70,6 128.5 134,0 290,0 66,4 
Gesamt-N .... 12,9 20,1 22.0 36.4 10,0 
eee 7,0 12,08 10,06 17,72 4.96 
NH,-N/Gesamt-N . 58,3 60,4 48.4 48,7 49.6 


Aus der Tabelle ergibt sich, daB jedes Quellungsmittel verschiedene 
Proteinmengen aus den Fasern herauslést und daB die Zusammen- 
setzung des Proteins, wie der Quotient NH,-N/Gesamt-N zeigt, sich 
nach der Art der Quellung andert. Dieser Quotient ist bei den ober- 
flachenaktiven Stoffen kleiner als bei der Saéurequellung, und die tber- 
raschende Konstanz des Quotienten bei den hydrotropen Salzen tiber- 
zeugt uns gleichzeitig von der Brauchbarkeit der Methode und von 
der Zuverlassigkeit der Ergebnisse. 

Nach dem, was wir iiber den Lésungsmechanismus der hydrotropen 
Stoffe wissen, ist die Beobachtung, daB die einwertigen Alkalisalze 
keine faserartigen Gebilde koagulieren, nicht tiberraschend. Zwei- 
wertige Salze, wie CaCl,, MgCl, usw., rufen in hdheren Konzentrationen 
zwar eine Fallung hervor, doch enthalt der entstandene Niederschlag 
neben dem Protein auch die hydrotrope Substanz. 


Diskussion. 

Vergleicht man die Quellungsvorginge bei der Gelatine (siehe dazu 
von Kuthy, dieses Heft), bei Casein oder bei einer anderen Protein- 
substanz mit den Ergebnissen bei den kollagenen Fasern, so zeigen 
sich merkwiirdige Differenzen. Die Abweichung liegt darin, dab 
bei der Gelatine und den anderen Proteinen der Quellungsgrad 
der Konzentration des witkenden Stoffes proportional ist (die Ad- 
sorptionstheorie der Quellung wurde auf diesem Grunde aufgebaut), 
wahrendes bei der Quellung der kollagenen Fasern in oberflachenaktiven 
Substanzen einen Schwellenwert gibt, unter welchem keine Verkiirzung 
der Fasern zustande kommt, oberhalb dessenaber eine sehr betrachtliche 
Wasseraufnahme erfolgt. Dieser Schwellenwert liegt in hohen Kon- 
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zentrationsbereichen, in der Nahe des Sattigungspunktes der wirkenden 
Stoffe. Die Quellung in verdiinnten Essigsiurelésungen verliuft 
dagegen normal. Weder diese Erscheinung, noch die Beobachtung, 
daB in reinem Wasser iiberhaupt keine Quellung eintritt, sowie auch 
die Schrumpfung der mit Wasser nicht behandelten Fasern kann auf 
Grund unserer Anschauungen iiber die Quellung erklart werden. Dazu 
muBten wir annehmen, daB die Quellung in Séuren in einer ganzlich 
anderen Weise verlauft als die Hydratation in oberflichenaktiven 
Stoffen, was aber mit allen unseren Erfahrungen in Widerspruch steht. 
Es bleibt die einzige Annahme iibrig, da8 die Fasern mit einer Art 
halbdurchlassigen Membran umgeben sind, welche die Mineralséuren 
und Essigsiéure durchlaBt, wahrend sie fiir die groBen Molekiile der 
oberflachenaktiven Stoffe impermeabel ist. Es muB eine gewisse 
Konzentration fiir diese Stoffe erreicht werden, bei welcher entweder 
im Sinne der neueren Permeabilitatstheorien [siehe dazu von Kuthy (7)] 
oder durch Zerst6rung der Membran die Fasern nunmehr fiir den nor- 
malen Verlauf der Quellung fahig werden. Wahrscheinlich verlaufen 
beide Vorginge parallel, denn wahrend der Wassergehalt der mit Sauren 
gequollenen Fasern beim Ausspannen derselben langsam austropft, 
werden die Fasern, die in hydrotropen Salzlésungen gequollen waren, 
schon bei einer relativ geringen Spannung zerrissen. Die ebenfalls 
beschriebene Anderung der chemischen Struktur der Proteine auf clie 
Wirkung der verschiedenen Agenzien, bei welcher die Konstitutions- 
anderung in der Weise erfolgt, daB die entstandene Substan.. in dem 
wirkenden Stoff besser léslich ist [siehe Knaggs (5)], spielt hier 
jedenfalls mit. Als Folge dieser Erscheinung treten dann in der die 
quellenden Fasern umgebenden Fliissigkeit Proteinstoffe von ver- 
schiedener Zusammensetzung auf. 


Zusammenfassung. 


Die Quellung von kollagenen Fasern in den Lésungen von ober- 
flichenaktiven Stoffen und von verdiinnter Essigséiure wird untersucht. 
Es wird versucht, die bedeutenden Differenzen, die im Quellungs- 
verlauf in den oberflichenaktiven und den essigsauren Lésungen ge- 
funden wurden, zu erklaren. 
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1) Kiintzel. Kolloidzeitschr. 40, 264, 1926. 2) Nageotte, C. r. de la 
soc. de biol. 96, 172 u. 464, 1927; 97, 559 u. 828, 1927; 98, 15. 1928; Ann. d’ 
anat. pathol. 8, 1, 1931; Francois-Franck, Guyon u. Nageotte, Bull. de histol. 
4, Nr. 3, 1927; Nageotte u. Guyon, Arch. de biol. 41. Heft 1, 1930. 
3) Neuberg. diese Zeitschr. 76, 107, 1916. 4) Neuberg u. Weinmann, 
ebendaselbst 229, 467, 1930. 5) Knaggs, Biochem. J. 23, 1309, 1931. 
6) Knaggs u. Shryver, ebendaselbst 18, 1095, 1924. 7) v. Kithy, diese 
Zeitschr. 237, 396, 1931. 
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Bei den Mammaliern ist die ausschlaggebende Beteiligung der 
beiden Sexualhormone an der ,,Auspragung’ des Geschlechts sicher- 
gestellt. Aber auch weit tiber deren Bereich hinaus hat man nach dem 
Vorkommen dieser hormonalen Wirkstoffe geforscht, und an vielen 
Punkten in der Reihe der Lebewesen ist ihr Nachweis gegliickt. Zumal 
fiir das schon linger bekannte der beiden Sexualhormone, das Oestrus 
erzeugende Thelykinin, liegen Stichproben aus nahezu allen Stammen 
des Tierreiches und recht verschiedenartigen Gebieten des Pflanzen- 
reiches vor?. Um so fiihlbarer ist eine Liicke im Tierreich: Zwar liegen 
auch tiber Arthropoden Angaben vor, die wenigstens als qualitativer 
Nachweis des Vorkommens von Thelykinin in deren Koérper gelten 
kénnen*. Unter den so belegten Arten finden sich auch einige Insekten- 
arten. Aber fiir eine wichtige Ordnung der Insekten, die Lepidoptera, 
fehlt eine derartige Untersuchung noch. Und gerade fiir die Schmetter- 


1 Einige Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung sind in kurzem 
Auszug bereits in .,Die Naturwissenschaften’ 1931, 8.775 mitgeteilt. 
Die Untersuchungen sind mit Unterstiitzung der Notgemeinschaft der 
Deutschen Wissenschaft ausgefiihrt, der wir an dieser Stelle danken méchten. 

2 Vgl. unter anderem FR. T. Frank, The female sex hormone, Baltimore 
1929, S. 117ff. (Mammalia, Aves, Pisces); S. Loewe u.a., Endokrinol. 5, 
177, 1929 (Amphibia); ebendaselbst 1, 39, 1928 (Echinodermata); H.Steidle, 
Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 157, 89, 1930 (Arthropoda: Hymenoptera, 
Coleoptera, Arachnoidea; Mollusca: Gastropoda, Cephalopoda; Vermes: 
Plathelminthes, Nemathelminthes, Coelhelminthes). Pflanzen vel. u. a. 
S. Loewe u. a., diese Zeitschr. 180, 1, 1927: Endokrinol. 1, 39, 1928; 17. Dohrn 
u.a., Med. Klin. 1926, S. 1397: Glimm u. Wadehn, diese Zeitschr. 19%. 


444, 1928. 
3 H. Steidle, siehe vorhergehende FuBnote. 
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linge muB die Entscheidung der Frage als besonders dringend angesehen 
werden, ob in ihrem K6rper tiberhaupt Sexualhormone vorkommen, 
und im besonderen, ob ihre Keimdriisen diese Wirkstoffe der Sexual- 
pragung zu erzeugen vermogen. 

Die Beantwortung dieser Frage ist nicht ganz leicht. Denn es bedarf 
zu einer solchen Untersuchung nicht ganz unbetrachtlicher Mengen 
von Ausgangsstoff; und die Vertreter der Lepidoptera sind, wenigstens 
die in Europa erreichbaren, durchgehend von geringer KérpergréBe, 
und ihre Keimdriisen zu sammeln ware recht miihsam. So fiihrten denn 
auch unsere ersten Versuche, die an Bombyx mori unternommen 
wurden?, nicht zu einem eindeutigen Ergebnis. Wir vermochten auch 
von den aus Eiern gezogenen Seidenspinnern insgesamt nur wenige 
Gramm Ovarien frisch ausgeschlipfter Weibchen zusammenzu- 
bekommen. Und die daraus gewonnene Extraktmenge reichte zum 
Nachweis einer Oestruswirkung am kastrierten Mause weibchen nicht aus. 


So war es denn von entscheidender Bedeutung, daB dem einen von 
uns (v. H.) der Zugangsweg zur Beschaffung eines aussichtsreicheren 
Ausgangsstoffes offenstand. In Java gelingt es verhaltnismaBig schnell, 
beachtliche Mengen des dort heimischen groBen Atlasspinners (Attacus 
atlas) zu erfassen. Es lassen sich die Puppen in vorgeschrittenem 


Stadium sammeln und die frisch ausgeschliipften Tiere in Verarbeitung 
nehmen. Sie sind sogleich nach dem Ausschliipfen geschlechtsreif. 
Offnet man dann ihren Hinterkérper, so findet man ihn vollstandig 
ausgefiillt durch den weiblichen Geschlechtsapparat, also von reifen 
Eiern strotzende Ovarien bzw. Ovidukte. Nur die parasitierten Exem- 
plare miissen verworfen werden; ihre Zahl ist freilich nicht gering. 


Den so gleich nach dem Ausschliipfen beschafften Weibchen wurde 
der Hinterkérper abgetrennt, an der Ventralseite aufgeschnitten und das 
Integument beiderseits der Schnitt6ffnung noch zur Seite gezogen, um den 
Leibesinhalt besser freizulegen. Die so vorbereiteten Abdomina wurden, 
in ein Mehrfaches ihres Gewichts an 95°,igem Alkohol eingelegt, an die 
Verarbeitungsstitte versandt. 

Hier wurde von der Mannheimer Gruppe der Verfasser der Leibes- 
inhalt aus der Chitinhiille herausprapariert, alkoholfeucht gewogen und 
dann zusammen mit dem Konservierungsalkohol auf Thelykinin § ver- 
arbeitet: Soxhletauszug der fein zerriebenen Ovarien mit 95 °,igem Athanol. 
Alkoholextrakt mit dem Konservierungsalkohol vereinigt, filtriert, aus- 
gefroren, kalt filtriert, Filtrate eingeengt, nach Wasserzusatz mehrfach 
mit Benzol ausgeschittelt. Vereinigte Benzollésungen zur Trockne ein- 
geengt, Riickstand mit Aceton aufgenommen, Acetonlésung wiederholt 
ausgefroren und kalt filtriert. Filtrat eingeengt, Riickstand mit Ather 
aufgenommen, Auszug nach Verjagen des Athers in 0] gelést (,,Haupt- 


1 Fir freundliche Hilfe bei deren Beschaffung sind wir Herrn Prof. 
Stellwaag-Neustadt a.H. dankbar. 
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extrakt*). Der Hauptextrakt wurde zuniachst unmittelbar nach seiner 
Darstellung fiir eine Auswertungsreihe benutzt. Eine zweite Auswertungs- 
reihe, mit der Absicht. die erhaltenen Ergebnisse noch einzuengen, wurde 
mit ihm angestellt, als er bereits 8 Wochen alt war. Er wird in dieser Reihe 
zur Unterscheidung als ,,Hauptextrakt, alt‘* bezeichnet. Ferner wurden 
die bereits mit Alkohol ausgezogenen Ovarien nochmals im Soxhlet mit 
Benzol extrahiert. Der klar filtrierte Auszug wurde vom Benzol befreit, 
der Rickstand gleichfalls in Sesam6l aufgelést (,.Nachextrakt**). 
Driisengewichtsaéquivalent der Extrakte: Das Frischdriisengewicht 
der Ovarien hatte nicht unmittelbar bestimmt werden kénnen. Man er- 
rechnete es daher aus dem Trockengewicht der ,,fettfrei‘’ extrahierten 
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Abb. 1. 
Zahikurven der weiblichen Kastraten, die auf den ,Hauptextrakt* reagierten, und zwar: 





= Maus Nr. 1, Dosis { 4,6 g Frischorgan. ------ = Maus Nr. 4, Dosis ff 6,4 g Frisch- 
organ. == Maus Nr. 6, Dosis § 9,2 g Frischorgan. -—-—- Maus Nr.17, Dosis 

Sf 14,0 ¢ Frischorgan. --—----- = Maus Nr. 7, Dosis {{ 37g Frischorgan 
Zwischen den beiden Pfeilen die Zeit der Einspritzung des Extrakts. An der Spitze der 
Einzelkuryen die Werte der Zelldichte. 


Driisen. Sie wogen vor der ersten Soxhletextraktion alkoholfeucht 134 g. 
Nach der letzten Extraktion verblieben 55 g trockenen, fettfreien Driisen- 
pulvers, nach Abzug von 9g zur Zerkleinerung bendtigten Seesands 46 g. 
Ovareier von Rana temporaria enthalten etwa 60°, Wasser und 10°, 
Lipoide'. Diirfte man diese Werte auf die Schmetterlingsovarien tiber- 
tragen, so kiime man fiir unseren Ausgangsstoff auf etwa 150g Frisch- 
gewicht. Diese Zahl erschien uns in Ansehung des Alkoholfeuchtgewichtes 
ein wenig zu niedrig, darum wurden 180 ¢ Frischgewicht in Ansatz gebracht. 

Ausgewertet wurden die Extrakte nach der Oestrusmethode an der 
kastrierten weiblichen weiBen Maus. Wenn nur beschrankte Mengen von 
Ausgangsstoff verfiigbar sind, kann man nicht an so vielen Tieren und in 
so kleinen Dosenabstanden testieren, wie es die iibliche Schatzungsmethode 


1 C.r. 178, 631, 1921. 
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nach Allen-Doisy verlangt. In solchen Fallen bewahrt sich das Loewesche 
Zahlverfahren!, das denn auch hier zur Anwendung kam. 

In den beiden Abb. 1 und 2 ist das Auswertungsergebnis in Gestalt 
der Zihlkurven der reagierenden Tiere fiir den Hauptextrakt und den 
Nachextrakt zusammengestellt. In Tabelle 1 wird ferner noch eine 
Ubersicht iiber die gesamten Versuche gegeben. Sie bringt fiir jeden 
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Abb. 2. Ziihlkurven der Reaktion auf den ,Nachextrakt*. 
Maus Nr.8, Dosis § 7,0 g Frischorgan. -~--— = Maus Nr. 9, Dosis {§ 45 g Frisch- 
organ. = Maus Nr. 10, Dosis § 93 g Frischorgan. 


Tierversuch die Zahlzahlen desjenigen der sechs auf den Injektions- 
beginn folgenden Tage, an dem die héchsten Epithelienwerte erhalten 
wurden. Die letzte Spalte enthalt noch den Wert der ,,Zelldichte‘‘ 
des Abstrichs und gibt damit Auskunft iiber den Zellreichtum des 


Vaginalsekrets. 
Tabelle I. 





c Zihlzahlen des Vaginalabstrichs: 
Extraktdosis 


Versuch entspricht LS Vom Hundertwert der 
Frischovar Zelldichte 
Schuppen | Epithelien Leucocyten 


Hauptextrakt : 

37 47 16 

6 0 94 

1 5 94 

16 4) 75 

1 3 96 2 
95 0 5 144 
etwa 100 %iger Oestrus 3 Tage lang 
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in Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 51, 284, 1926; 54, 188, 1927. 
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Tabelle I (Fortsetzung). 





. ; Zihlzahlen des Vaginalabstrichs: 
; ; Extraktdosis 
Versuch Tier entspricht g Vom Hundertwert der 
Frischovar Sn eet A ava ae RTE Zelldichte 
Nr. Nr. Schuppen  Epithelien Leucocyten 


Nachextrakt: 


8 3015 7,0 28 0 72 64 
9 3008 45,0 80 8 12 133 
10 3003 93,0 etwa 100° iger Oestrus 3 Tage lang 
Hauptextrakt, alt: 
11 2891 8,3 16 4 80 7 
12 2955 8,3 3 2 95 8 
13 2886 8,3 4 10 86 4 
14 2623 8,3 19 + 77 9 
15 3910 14,0 i 0 97 6 
16 3011 14,0 + 1 95 5 
17 3012 14,0 58 1 41 52 
18 3015 14,0 2 2 96 4 


In hinreichend hoher Dosis rufen die Extrakte vollen Oestrus hervor. 

Der Nachextrakt besa8 in einer Dosis entsprechend 45 g Frischorgan 
noch annahernd die Wirkungsstaérke von 1 M.-E. Der Hauptextrakt 
hat unverkennbar einen noch merklich héheren Hormongehalt. Seine 
genaue Bewertung wird durch zwei Umstande erschwert: 1. In der 
Versuchsreihe mit dem frischen Extrakt fehlen gerade die Grenzdosen 
der vollen Mauseeinheit ; das Extraktaquivalent von 37 g Frischorgan 
enthalt weit mehr als 1 M.-E., die nachst niedrige Dosis, entsprechend 
etwa 9g, war nur in einem von zwei Versuchen wirksam. 2. Nach 
zweimonatiger Aufbewahrungszeit war auch mit einem Driisenaquivalent 
von 14g in vier Versuchen keine ausreichende Wirkung mehr zu er- 
zielen. Es scheint, daB der Hauptextrakt beim Stehen an Wirksamkeit 
verloren hat. Das Endergebnis fallt also, in Mauseeinheiten pro Kilo- 
gramm Frischorgan ausgedriickt, etwas verschieden aus, je nachdem 
ob man sich mit dem Ausfall der beiden Versuche 5 und 6 begniigt 
oder auch noch die Versuche 15 bis 18 hinzuzieht. Auf alle Falle darf 
man den Hormongehalt des Hauptextraktes zwischen 9 und 20 g Frisch- 
organ pro Mauseeinheit veranschlagen; das entspricht einem Gehalt 
von 50 bis 110 M.-E. pro Kilogramm Frischorgan. Hierzu tritt noch der 
Hormongehalt des Nachextrakts mit etwa 20 M.-E. pro Kilogramm. 
Das ergibt eine Gesamtausbeute von 70 bis 130 M.-E. pro Kilogramm. 


Die Betrachtung der beiden Abbildungen fiihrt nicht zuentscheidend 
anderen Ergebnissen. Die in Abb. 1 benutzten Auswertungszahlen 
fiir den frischen Extrakt fiihren naturgemaiB an die oberste Grenze 
der vorstehend veranschlagten Spanne. 
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Auch in den Ovarien bzw. Ovarial- und Ovidukteiern der Lepidopteren 
sind somit beachtliche Mengen von Thelykinin nachweisbar. 


Um die gefundenen Zahlen richtig zu bewerten, muB man sie mit 
den Thelykininfunden in Ovarien und Eiern anderer Tierarten vergleichen. 
Legen wir solchen Vergleich die gelegentlichen Auswertungsergebnisse des 
Mannheimer Laboratoriums zugrunde, so steht das untersuchte Schmetter- 
lingsmaterial an Thelykiningehalt nicht zuriick hinter den gleichwertigen 
Organen anderer Arten: Loewe und Mitarbeiter fanden in Hiihnerovarien, 
einerlei ob abgetrennte gréBere Ovarialeier oder aber nur kleinere Eier 
enthaltende Ovarialteile untersucht wurden, zwischen 20 und 40 M.-F. 
pro Kilogramm?!, zu ganz ahnlichen Werten gelangten sie auch bei der 
gelegentlichen Untersuchung von Eidotter!; und auch den Thelykiningehalt 
sowohl von Fischrogen' wie auch des weiblichen Geschlechtsapparates 
von KFréschen*® fanden sie von gleicher GréBenordnung; schlieBlich ge- 
langten auch gelegentliche Auswertungen von follikelarmen Gesamtovarien 
oder sogenannten ,,Restovarien*: verschiedener Saéuger (Kuh, Stute, Sau) 
zu nicht wesentlich héheren Zahlen!. Dem Schrifttum zufolge (vgl. z. B. die 
tabellarische Zusammenstellung bei P. 7. Frank*) wurde aber auch ander- 
warts der Thelykiningehalt dieser Organe von Fischen, Végeln oder Saugern 
nicht entscheidend héher gefunden. 

Schon allein der rein qualitative Nachweis des Vorkommens von 
Thelykinin bei den Schmetterlingen, nun gar der Nachweis in weiblichen 
Geschlechtsorganen dieser Klasse und vollends die Feststellung, dab 
mengenmdbig hier nicht entscheidend weniger gefunden wird als beim 
Wirbeltier, ist von einem gewissen Belang im Hinblick auf die bisherigen 
sexualbiologischen Erfahrungen und Anschauungen tiber die Lepi- 
dopteren. Es geniigt zu diesem Zweck auf das hinzuweisen, was noch 
vor kurzem erst einer der besten zoologischen Kenner dieser Probleme 
als die geltende Anschauung zum Ausdruck gebracht hat: ,,Bei wirbel- 
losen Tieren gibt es bis jetzt kaum etwas, was wir mit voller Sicherheit 
als innersekretorische Organe deuten, mit Sicherheit als Folgen hor- 
monaler Einfliisse dartun kénnten*. 


Diese Anschauung griindet sich vor allem auf die ,,glanduldr‘‘-experi- 
mentelle Erfahrung. Gerade bei den Schmetterlingen haben in miihevoller 
Arbeit ausgefiihrte Exstirpationen und Tauschiiberpflanzungen der Keim- 
driisen den iiberzeugenden Beweis erbracht, daB Vorhandensein oder Fehlen 
der gleichgeschlechtlichen Gonade fiir die Auspragung oder Aufrecht- 
erhaltung der gesamten inneren und éuBeren Geschlechtskennzeichen voll- 
kommen gleichgiiltig ist. Der so auBerordentlich ausgepriigte Geschlechts- 
dimorphismus der Schmetterlinge erfaihrt keinen Riickgang durch Total- 
kastration und keinen Umschlag in die Pragungsmerkmale des anderen 
Geschlechts durch Uberpflanzung von dessen Keimdriise °. 


1 Unverdéffentlichte Untersuchungen. 

2? Endokrinol. 5, 177, 1929. 

$ lic. . 

4 J. Meisenheimer, Geschlecht u. Geschlechter 2, 514, Jena 1930. 

5 Derselbe, Exper. Studien usw. 1, Jena 1906; weitere Literatur 
bei J. Meisenheimer, Geschlecht und Geschlechter 2, 566ff., Jena 1930. 
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Aus diesen sinnreichen und eindrucksvollen Experimenten ist det 
herrschende Vorstellungskomplex erwachsen: Nur bei den Wirbeltieren 
sind noch sekundaére, und zwar gerade hormonale Geschlechtsfaktoren 
vorhanden, ,,die den Wert von vermittelnden Stoffen zur definitiven Aus 
gestaltung der gesamten geschlechtlichen Persénlichkeit besitzen‘*!. Bei 
den Wirbellosen hingegen herrscht eine reine und ausschlieBliche .,Selbst 
differenzierung der geschlechtlichen Organisation**?. Bei ihnen wird das 
Geschlecht nur durch primare, ,,genetische*‘ Umstéande bestimmt. Diese 
sind gleichmaBig und selbstandig wirksam sowohl an den Gonaden als 
auch an den peripheren Geschlechtskennzeichen, sie sind ,,festgelegt*S und 
allenthalben und jederzeit im werdenden Organismus gegenwirtig**?; 
eine sekundare, hormonale Beeinflussung der geschlechtlichen Peripherie 
von den Gonaden aus entfallt damit bei den Wirbellosen oder doch zum 
mindesten bei den Schmetterlingen, an denen jene Experimentalbeweise 
gefiihrt sind. 

Was besagt angesichts dieser experimentell-zoologischen Gegebenheiten 
das Ergebnis unserer vorliegenden Hormonfunde bei Schmetterlingen ? 
Offenbar sind verschiedene Deutungen mdéglich: 

A. Auch die Schmetterlinge sind ,,Hormontiere***, wie das fiir andere 
Tierstéamme und -arten, so vor allem die Saéuger, langst bewiesen ist. Und 
zwar wire zweierlei denkbar: 

a) GemaB den beachtlichen Hormonmengen in der Keimdriise selbst 
kénnte gerade diese das Erzeugungs- und damit das Leitorgan der hormo- 
nalen sexuellen Ausprégung sein, ganz wie beim Sauger. 

b) Oder aber: Die Hormone besorgen zwar wie beim Séuger die sekun- 
dare Geschlechtspragung, ihr Ausgangspunkt, die Quelle, die Erzeuqungs- 
stdtte des hormonalen Wirkstoffes ist aber nicht wie beim W/rbeltier 
die Gonade, sondern entweder eine andere distinkte Statte des Schmetter- 
lingskérpers, die mit Blutdriiseneigenschaften ausgestattet ist, oder die 
endokrine Sexualhormondrtisenfunktion fallt der Gesamtheit der Soma- 
zellen zu, die inkretorische Gonade ist, um es paradox auszudriicken, beim 
Schmetterling ubiquitdr. 

B. Das Vorkommen der Pharmaka, die beim Sauger geschlechts- 
pragend wirken, ist beim Wirbellosen, im besonderen beim Schmetterling 
ein rein akzidentelles, 

C. Die Wirkstoffe, die wir bisher nach ihrer pharmakologischen Leistung 
als die Sexualhormone des Séugers kennen, haben zwar auch beim Schmetter- 
ling hormonale Bedeutung, sie werden auch von ihm fiir den Zweck ,,eigen- 
pharmakologischer** Leistung hervorgebracht, die Leistung ist aber bei 
ihm nicht die sexuelle Ausprdgung, sondern von ganz anderer Art. 

Die Deutung A,a hat zurzeit keine Berechtigung. Die Annahme, 
die Sexualauspragung werde auch bei den Schmetterlingen durch die 
Hormonerzeugung ihrer Keimdriise besorgt, stiinde in unlésbarem Wider- 
spruch zu den Driisenexperimenten, die ja gerade die Bedeutungslosigheit 
der Keimdriise erwiesen haben. 

Fiir eine Entscheidung iiber den Deutungsversuch A, b sind unsere 
Kenntnisse nicht reif. Diese Deutung hatte die Feststellung zur Voraus- 
setzung, daB die Hormonfunde im Schmetterlingskérper topographisch 
nicht ausschlieBlich der Keimdriise zuzuschreiben sind. Es mitiBte also 


1 J. Meisenheimer, Geschlecht und Geschlechter 2, 514, Jena 1930. 
2 R. Goldschmidt, Die sexuellen Zwischenstufen, 8.11. Berlin 1931. 
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zunichst die Mengenfrage des Hormongehaltes nicht nur fiir die Keimdriise, 
sondern auch fiir die iibrigen Schmetterlingsorgane beantwortet sein. Enthalt 
das ganze Soma ebensoviel oder gar noch mehr Sexualhormon wie die 
Keimdritise selbst, dann kénnte man dieser Deutung zuneigen. Es wire 
dann den Exstirpationsexperimenten ihre Beweiskraft gegen die hormonale 
Grundlage der Geschlechtspragung der Schmetterlinge genommen, auch 
bei den Schmetterlingen diirfte den Sexualhormonen der Vollzug dieser 
Aufgabe der Geschlechtsauspragung zugeschrieben werden. Nur wiirden 
sie sich von einer anderen Erzeugungsstatte wie beim Séuger herleiten. 

Die Deutung B ist entschieden erwigenswert. Die nachstliegende 
»Akzidenz**, die dem Vorkommen der Sexualhormone im Schmetterlings- 
kérper zugrunde liegen kénnte, ware ihr Eindringen durch die Nahrung. 
Wir wissen, daB die Pflanze diese Stoffe hervorbringt, und gerade in den 
Bliiten haben Loewe und Mitarbeiter! beachtliche Mengen nachgewiesen. 
So hat der Schmetterling entschieden Gelegenheit, Thelykinin (und auch 
wohl Androkinin *) als diatetisches Ingestum durch seinen K6érper hindurch- 
gehen zu lassen. Ob der tagliche Durchstrom aus der Nahrung geniigen 
kann, um die vorgefundenen Hormonmengen zu erklairen, oder ob noch 
eine Speicherungsfahigkeit gewisser Organe, z. B. der Keimdriise, an- 
genommen werden miiBte, sind noch unbeantwortete quantitative Fragen. 
Freilich ist zu beachten, daB unsere Hormonbestimmung ja nicht an 
Schmetterlingen vorgenommen ist, die dauernd Nahrung aufgenommen 
hatten, sondern an eben ausgeschliipften, bei denen die letzte Nahrungs- 
aufnahme lange Zeit zuriicklag. Inzwischen hat ein eingreifender Stoff- 
umbau stattgefunden, dessen Einflu8B auf Menge und Verteilung des mit 
der Nahrung aufgenommenen Hormons einen weiteren Unsicherheitsfaktor 
in die Betrachtung hineintragt. 

Die Deutung B wiirde die Schmetterlinge als einen Parallelfall des 
Saugerkastraten erweisen. Im Ochsenharn fanden wir ebenfails Thely- 
kinin®. In diesem Falle ist also das Sexualhormon bestimmt ohne genetischen 
Zusammenhang mit der Keimdriise, die ja vol!standig fehlt, in den Organis- 
mus des Rindes gelangt. Hier ist es recht wahrscheinlich, daB die Nahrung 
die Quelle dieses Hormonvorkommens im tierischen Organismus ist. Freilich 
liegen die Thelykininmengen, die wir im Ochsenharn fanden, weit unter 
denjenigen, die nach den vorstehenden Befunden beim Schmetterling ge- 
funden werden, und gerade die Geringfiigigkeit der auftauchenden Hormon 
mengen macht es besonders leicht, ihr Erscheinen auf einer Herkunft aus 
pflanzlicher Nahrung zuriickzufiihren. 

Die Deutung B hatte jedenfalls die Eigenart, daB bei ihr die Frage 
nach der biologischen Aufgabe des Hormons im Schmetterlingskérper in 
den Hintergrund tritt. Denn ein Nahrungsbestandteil, mag er auch pharma- 
kologische Wirkungsbefahigung haben, kann natirlich im Ké6rper des 
Tieres. das ihn mit der Nahrung aufnimmt, gefunden werden, auch ohne 
daB seine pharmakologische Wirkungsfahigkeit dort eine Rolle spielt. 

Mit dem Deutungsversuch C wird der Erforschung der pharmakologi- 
schen Eigenschaften der Sexualhormone bzw. zundchst des Thelykinins 


1 Sitzungsber. d. Akad. d. Wiss. Wien 1926, 8. 167: diese Zeitschr. 180, 
1. 1927; Endokrinol. 1, 39, 1928. 

2 Endokrinol. 1, 39, 1928. 

3 Naturwiss. 1931, S. 775. 
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eine anziehende und belangreiche Aufgabe gestellt. Die Frage, welche 
andersartigen Leistungen denn den Aufgabenbereich der beim Wirbeltier 
als Sexualpragungshormone verwendeten Wirkstoffe in denjenigen Orga- 
nismen bilden, in denen ihre Befahigung zur Sexualpragung keinen Angriffs- 
punkt findet oder doch keine Verwendung hat, taucht nicht erst anlaBlich 
unserer Thelykininfunde beim Schmetterling auf. Im Pflanzenreich kennt 
man die gleiche kragestellung schon langer. Auch dort beschrinken sich 
die Sexualhormonfunde nicht bloB auf Arten mit geschlechtlicher Fort- 
pflanzung und nicht auf Organe, die mit den Geschlechtsorganen der Saéuge1 
in Parallele gesetzt werden kénnen. Der Kreis der Sexualhormonvorkommen 
in Pflanzen, der sich nach Loewes ersten Befunden nur auf die Bliiten 
héherstehender Arten zu beschrinken schien, ist inzwischen bedeutend 
erweitert worden. Nicht nur Samen, sondern auch Knollen und Wurzeln 
héherer Pflanzen enthalten Thelykinin'. Auch in der Hefezelle, bei der 
von Zweigeschlechtlichkeit oder tiberhaupt von Sexualfunktionen im 
heutigen allgemein-biologischen Sinne nichts bekannt ist, hat man Thely- 
kinin!,?2 und spaterhin auch Androkinin® gefunden. AnlaiBlich solcher Vor- 
kommen der Sexualhormone hat Loewe schon vor langem* die Frage auf 
geworfen, ob nicht hinter der bei héher entwickelten Organismen fiir unsere 
Aufmerksamkeit besonders in den Vordergrund tretenden eigenpharma- 
kologischen Verwendung im Sexualbereich noch eine phylogenetisch dltere 
biologische Wirkungsbefahigung der Sexualhormone steckt, die sie zu 
mehr oder weniger wichtigen biologischen Wirkstoffen auch schon in den- 
jenigen Bereichen des Lebendigen macht, in denen die Zweigeschlechtlichkeit 
noch unbekannt ist. In welcher Richtung diese urspriinglicheren und 
generelleren Leistungsméglichkeiten der Sexualhormone zu suchen sind, 
dafiir gibt es freilich fiir den Augenblick noch kaum einen Hinweis. Die 
Leistungen, die diese Wirkstoffe in ihrer Eigenschaft als Sexualhormone 
beim Wirbeltier vollziehen, lassen sie der Gruppe der Wachstumspharmaka 
zuweisen®. Sind auch die Wachstumsleistungen, die sie beim Wirbeltier 
vollbringen, von hoher elektiver Beschrankung auf die sekundéren Sexual 
apparate, so ware doch daran zu denken, da8 ihre urspriinglichere Leistung 
eine Wachstumsspornung unspezifischerer Art sein kénnte, von der wir 
freilich in dem differenzierten Zellenstaat der héheren Tiere nichts mehr 
zu sehen bekommen. Man beobachtet aber auch an den spezifischen Angriffs- 
punkten der Sexualhormone als ihre erste WirkungséuBerung oft genug 
die Auslésung mitotischer Vorginge. Vor allem von Couwrrier® sind sie fiir 
das Wirken des Thelykinins an der Veginalschleimhaut des Nagers gezeigt 
worden. Und die Studien von Voss und Loewe? iiber den mitogenetischen 
Androkinintest haben gezeigt, daB das mannliche Hormon solche mitotischen 
Vorgainge sogar dort hervorrufen kann, wo in der Norm die mitotische 
Proliferationsweise nicht die beherrschende ist. Kinen ersten experimentellen 
Hinweis in der hier angedeuteten Richtung geben vielleicht die .,phyto- 


' M. Dohrn, W. Faure et al., Med. Klin. 1926, 8S. 1437. 

> Glimm u. Wadehn, diese Zeitschr. 197, 442, 1928. 

3S. Loewe, H. E. Voss u. E. Rothschild, ebendaselbst 237, 216. 1931. 

4 Verh. d. Intern. Sexolog.-Kongr. 1, 113, 1926. 

5 Vel. hierzu z. B. die Betrachtungen von FE. Laqueur u. a. iiber Thely 
kinin ,,als formativer Reiz‘*, Arch. f. Entw.-Mechanik 112, 250. 1927. 

6 (C.r. Ac. Se. 1926 (14. Juni). S. 1492. 

7 Deutsch. med. Wochenschr. 1930, S. 1256. 
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pharmakologischen*’ Studien von Schoeller und Goebel!; sie fanden, dal 
Entwicklung und Blihen einiger Bliitenpflanzen durch Zufuhr von Thely- 
kinin (Progynon-Schering) beschleunigt werden. 


Zusammenfassung. 


1. In den Geschlechtsorganen frisch ausgeschliipfter geschlechtsreifer 
Schmetterlinge (Attacus atlas) ist weibliches Sexualhormon (Thelykinin) 
nachweisbar. 

2. Die Auswertung des Hormongehalts ergibt Thelykininmengen 
von 90 bis 130 M.-E. pro Kilogramm Frischorgan. 

3. Die Bedeutung dieses Fundes bei Schmetterlingen wird erértert, 
im Zusammenhalt mit den Erfahrungen des zoologischen Experiments : 
nach dessen Ergebnissen waren bisher die Schmetterlinge als ,,nicht 
hormonale*‘ Tiere betrachtet worden, weil bei ihnen, im Gegensatz 
vor allem zu den offenkundigen ,,Hormontieren’, den Vertebraten, 
die Gonade ohne jeglichen EinfluB auf die Auspragung der peripheren 
Geschlechtsmerkmale ist. 


1 Diese Zeitschr. 240, 1, 1931. 











Uber die Verteilung des Zuckers zwischen Blutzellen 


und Plasma. 


Von 
Martin Jacoby und Helene Friedel. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium des Krankenhauses Moabit in 
Berlin. ) 


(Eingegangen am 23. November 1931.) 


In einer vor einiger Zeit veréffentlichten Mitteilung! haben wit 
gezeigt, daB die Aufnahme der Harnséure durch die Blutzellen von 
der Reaktion des Mediums abhangig ist und daB bei der Gicht mehr 
Harnséure von den Zellen aufgenommen wird als sonst. Es lag nahe, 
diese Untersuchungen und die angewandte Methodik auf andere wesent- 
liche Bestandteile des Organismus auszudehnen. Zuniachst schien es 
uns wichtig, die Verteilung des Zuckers zwischen den Zellen und der 
Fliissigkeit des Blutes bei verschiedener Reaktion zu vergleichen. Die 
hier gewonnenen Erfahrungen sollen dann spiter eine Grundlage fii 
Untersuchung des diabetischen Blutes bilden. 


Wie in unserer vorigen Mitteilung haben wir auch jetzt wieder 
darauf Wert gelegt, uns nur unerheblich von der neutralen Reaktion 
zu entfernen, um im Rahmen physiologischer Bedingungen zu bleiben. 
Die Technik haben wir noch zu verbessern gesucht. Die zur Her- 
stellung der gewiinschten Reaktion erforderlichen Phosphatsalze haben 
wir dem Blute nicht mehr in Substanz zugesetzt. Denn bei der Zu- 
setzung in Substanz ist es méglich, daB aus dem Gemisch zuniachst 
die saueren Salze in Lésung gehen und so voriibergehend eine Reaktions- 
verschiebung nach der saueren Seite zustande kommt, die fiir die Zell- 


1 Diese Zeitschr. 234, 46, 1931. 








358 M. Jacoby u. H. Friedel: 


membranen nicht gleichgiltig zu sein braucht. Um die Schonung der 
Zellmembranen haben wir uns auch noch auf eine andere Weise bemiiht, 
indem wir in besonderen Versuchsreihen die Verhinderung der Ge- 
rinnung anstatt durch Natrium citricum durch Heparin bewirkten. 
Da wir im Prinzip gleiche Resultate erzielten, so sehen wir darin einen 
Hinweis, daB auch die Natrium-citricum-Methode — hinreichend 
schonend ist. 

Versuche, bei denen unter Herstellung verschiedener Reaktion 
die Verteilung des bereits waihrend des Lebens im Blute vorhandenen 
Zuckers verglichen wird, geniigen aus verschiedenen Griinden nicht. 
EKinmal sind die normalen Zuckermengen zu klein, um die bei ver- 
schiedener Reaktion zu beobachtenden Differenzen klar zu ver- 
anschaulichen. Dann aber kénnte der Zucker im Plasma wie in den 
Zellen gebunden und vielleicht verschieden gebunden sein. Darum 
haben wir neben Versuchen ohne Zuckerzusatz auch Versuche gemacht, 
bei denen wir dem Blute nach der Entnahme Zucker zusetzten. Auf 
diese Versuche méchten wir gréBeren Wert legen. Auch hier hielten 
wir uns in physiologischen Grenzen und beschrankten uns auf Zucker- 
mengen, wie sie bei diabetischen und alimentaren Hyperglykaimien 
vorkommen. Wir beabsichtigen auch, zu untersuchen, wie sich Blut 
verhalt, das bereits wahrend des Lebens hyperglykamisch ist. Dagegen 
versprechen wir uns kaum eindeutige Resultate von Versuchen, bereits 
in vivo die Blutreaktion zu beeinflussen. Denn das wiirde zu grobe 
Kingriffe voraussetzen. Wohl aber darf und mufB man annehmen, dab 

yihrend des Lebens andauernd Reaktionsverschiebungen des Blutes 
mit sofort einsetzender Kompensation stattfinden. Man muB versuchen, 
diese physiologischen Verschiebungen méglichst im Modell nach- 
zuahmen. 


Methode. 


Alle in dieser Mitteilung beschriebenen Versuche wurden mit Kaninchen- 
blut angestellt. Immer wurden Tiere verwandt, denen seit Wochen kein 
Blut entnommen und bei denen auch sonst laingere Zeit kein Eingriff aus- 
gefiihrt war. Die Tiere wurden bis zu der Blutentnahme normal gefiittert. 
Die Verwendung von Hungertieren war zunachst nicht notwendig, da nur 
Proben desselben Blutes verglichen wurden. 


Etwa 20eem Blut wurden der Ohrvene entnommen und in einer 
Porzellanschale aufgefangen. Inder Schale befand sich entweder eine kleine 
Menge von Natrium-citricum-Pulver oder 1 ccm einer Lésung von Heparin 
(Schering-Kahlbaum) 5 mg Heparin. Um sofort eine griindliche Mischung 
zu sichern, wurde das in die Schale tropfende Blut mit einem Glasstab 
geriihrt. Dann wurden gleiche Portionen von je 5cecm abgemessen. Da sich 
nur leem Heparinlésung in der Schale befand, in welche die gesamte 
Blutmenge eintropfte, war die dadurch zustandekommende Verinderung 
der Blutverdiinnung nur sehr gering. Die Abweichung war auch deshalb 
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belanglos, weil im Einzelversuch immer nur Proben ein und derselben 
Blutentnahme verglichen wurden. 


Bei den Zuckerzusatzversuchen wurde nunmehr zu je 5cem Blut 
0,lcem Traubenzucker (etwa 7,0°,) in 0,85°,iger Kochsalzlésung hinzu- 
gefiigt, zu Kontrollen dte entsprechende Menge Kochsalzlésung. Die 
Reaktion wurde durch Zugabe von Phosphatlésungen hergestellt, und zwar 
wurde zu je 5ccm Blut hinzugesetzt je 1 cem der entsprechenden Phosphat 
lésung, deren Molaritaét so gewahlt wurde, daB das Blut '/,;, mol. Phosphat 
gehalt hatte. Es wurden drei Lésungen benutzt: py 6,4, px 7,18, px 7,38. 


Die zu 5ccem Blut zugesetzte Lésung von px 6,4 enthielt pro Kubik- 
zentimeter Phosphatgemisch : 


Bei owG@4@.....s «- + AOm 
BEG © oS oe es 0 oe 
a ME a: 8G Se ss a ee 


In je 1 cem Blut war nach Zusatz der Salzlésung enthalten : 





NagHPO, KH2PO, 
Pu mg mg 
6,4 4,45 7.93 
7,18 10,40 3.40 
7,38 11,85 2,28 


Durch zahlreiche besondere Versuche haben wir uns davon iiberzeugt, 
daB der Salzzusatz als solcher ohne Wirkung ist. Besonders stellten wir 
fest, was fiir die Beurteilung von Bedeutung ist, daB8 durch den Zusatz 
der angewandten neutralen Salzmischung keine Veranderung des Zell- 
volumens bedingt wird. Auf die Zuckerbestimmungen hatten die Phosphat- 
zusatze keinen EinfluB. 


Um nur méglichst vergleichbare Resultate nebeneinander zu_ stellen, 
werden wir aus der ziemlich groBen Anzahl unserer Versuche nur die hier 
mitteilen, welche schlieBlich nach einem endgiiltigen Schema ausgefthrt 
wurden. Es handelt sich lediglich um Versuche, bei denen die Phosphate 
dem Blute in Lésung zugesetzt wurden. Eine Gruppe umfaBt die Versuche, 
bei denen zur Gerinnungshemmung Natrium citricum verwandt wurde, 
die andere Gruppe Heparinversuche. In jeder Gruppe finden wir Versuche 
ohne Zuckerzusatz und soleche mit Zuckerzusatz. Der Zuckerzusatz war 
immer derselbe. Die bei den einzelnen Versuchsnummern beobachteten 
Unterschiede erkléren sich, abgesehen von minimalen Schwankungen der 
nur ungefahr hergestellten L6sung aus der Verschiedenheit des Blutzuckers 
bei den einzelnen Tieren. Die Differenz des Blutzuckers bei den einzelnen 
Proben derselben Versuchsnummer beruht auf der Methodik. Die Zucker 
bestimmungen wurden nach Hagedorn-Jensen ausgefiihrt und nach allen 
Richtungen durch Kontrollen gesichert. 


Ergebnisse. 


Zunachst geben wir in den Tabellen I bis IV die direkt beobachteten 
Werte: Gesamtblutzucker, Plasmazucker und die Hamatokritwerte. 
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Tabe lle Z. 





Verhinderung der Blutgerinnung durch Natrium citricum, kein Zuckerzusatz 


zum Blute. 





Verhinderung der 


Gesamt-Blutzucke1 


119 
122 


117 


Tabelle II. 


Plasmazucker 


135 
130 


129 


8&5 
83 
89 


v1 
91 
99 


106 
106 
105 


Himatokrit wert 


Blutgerinnung durch Heparin, kein Zuckerzusatz 


zum Blute. 





Nr. 


to 


PH 


“1-1 
om 


oom 


Nae tee 
Oe 
oo oO 


Gesamt-Blutzucker 


118 
115 
116 


119 
118 
119 


85 
85 
84 
147 
157 
157 


81 


102 
102 
104 


Plasmazucker 


131 
129 
124 


134 
126 
123 


89 
86 
90 


156 
180 
183 


“1-3 
moO 


— 


120 
120 
118 


Hamatokritwert 
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Tabelle III. Verhinderung der Blutgerinnung durch Natrium citricum, 
Zuckerzusatz zum Blute. 











aAtz 
Nr. Pu Gesamt-Blutzucker Plasmazucker Haimatokriiwert 
rt 1 6,4 221 252 24,5 
7,18 230 251 22 
7,38 217 253 2 
2 6,4 219 250 20 
7,18 217 240 21,5 
7,38 217 246 21 
3 6,4 195 236 
7,18 202 247 
7,38 212 247 
} 6,4 259 295 
7,1 267 283 
7,38 271 293 
i) 6,4 236 278 32,5 
7,18 239 285 29 
7,38 241 281 30 
6 6,4 249 290 32,5 
7,18 257 276 28 
7,38 252 289 29 
Tabelle IV. 
Verhinderung der Blutgerinnung durch Heparin, Zuckerzusatz zum Blute. 
Nr. Pu Gesamt-Blutzucker Plasmazucker Himatokritwert 
= 1 6,4 226 275 31,5 
t 7,18 232 264 30 
7,38 235 258 28 
2 6.4 228 278 3] 
7,18 229 266 27 
7,38 232 252 27 
3 6,4 249 286 28,5 
7,18 253 270 24 
7,38 263 274 40) 
4 6,4 225 258 
7,18 233 270 
7,38 235 265 
5 6.4 256 281 
7,18 261 279 
7,38 256 282 





Aus den Tabellen I bis IV wurden dann weitere Zahlen berechnet, 
die in den Tabelle la bis [Va zusammengefaBt sind. Wir berechneten 
einmal die absolute Verteilung des Zuckers auf die Zellen und das 
Plasma, woraus sich der prozentuale Anteil der Verteilung ergibt. 
Ferner stellen wir die Zuckerkonzentration der Zellen und des Plasmas 


nebeneinander, und zwar in Milligrammprozenten. 
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Tabelle la. 
: Pom et ee ® 9-Verteilung Zuckerkonzentration 
Nr. PH Absoluter Zuckerwert in des Zuckers auf mg-°/, Zucker in 
Zellen Plasma Zellen iz Plasma Z Zellen Plasma 
1 6,4 28 91 23,5 76,5 &6 135 
7.18 28 94 22,9 77,1 100 130 
7,38 25 92 21,4 78,6 88 129 
2 6,4 22 65 25,3 74,7 92 85 
7,18 22 65 25,3 74,7 102 83 
7,38 17 70 25, 80.5 81 &Y 
3 6,4 23 60 27,7 72,3 69 91 
7,18 21 64 24,7 75,3 71 91 
7,38 17 70 19,5 80,5 59 99 
4 6,4 34 96 26,1 73,9 115 136 
7,18 22 100 18,0 72,0 82 137 
7,38 34 97 25,9 74,1 126 132 
5 6,4 26 76 74,5 92 106 
7,18 26 77 74,8 97 106 
7,38 28 76 73,1 102 105 
Tabelle Ila. 
pris eases na a ° o-Verteilung Zuckerkonzentration 
Ne. Pu Absoluter Zuckerwert in des Zuckers auf mg-9/, Zucker in 


L 


cee 


~I<) 
zx 


~I1-1D 
$39) ted, sa 
x 


Zellen “Plasm 
: &7 
21 94 
24 92 
21 98 
20 98 
25 Q4 
2: 62 
21 64 
18 66 
27 120 
13 144 
13 144 
24 57 
24 5D 
17 58 
23 79 
17 85 
22 82 


a 


Zellen Plasma 
27,2 42,8 
18,3 81,7 
20,7 79,3 
17,6 82 
16.9 83,1 
21.0 79.0 
27,1 72,9 
24,7 75.3 
21,4 78.6 
18,4 81.6 
8,23 91,7 
8.3 91,7 
29.6 70.4 
30,4 69.6 
22.6 77.4 
22,6 77.4 
16,7 83,3 
cis 78,8 


Zellen Plasma 
93 131 
78 129 
93 124 
78 134 
91 126 

106 123 
77 89 
79 86 
68 90 

118 156 
65 L&0 
62 183 
&Y (Rel 
46 74 
63 gO 
68 120 
58 120 
72 118 
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Tabelle 


IIIa. 








Absoluter Zuckerwert in 


°/o-Verteilung 


Zuckerkonzentration 





Nr. Pu des Zuckers auf mg Zucker in 
Zellen Plasma ‘ Zellen Plasma : Zellen Plasma 

1 6,4 31 190 14,0 86,0 126 252 

7,18 34 196 14,8 85,2 154 51 

7,38 20 197 9 2 90,8 9] 53 

2 6,4 21 188 10.0 90.0 84 250 

7,18 29 1&8 13.3 86,7 135 240 

7,38 23 194 10.6 89,4 109 246 

3 6,4 23 172 11.8 88,2 8&5 236 

7,18 17 185 8.4 91,6 68 247 

7,38 27 185 12.7 87,3 108 247 

4 6,4 42 217 16,2 83,8 158 295 

7,18 56 211 21,0 79,0 219 283 

7,38 51 220 18,8 81,2 204 293 

5 6,4 48 188 20,3 79.7 148 278 

7,18 37 202 15.5 84.5 128 285 

7,38 44 197 18,2 81.8 146 281 

6 6,4 53 196 21,3 78,7 163 290) 

7,18 59 198 22,9 77,1 210 276 

7,38 47 205 18,6 81.4 162 289 

Tabelle IVa. 

; Ee o- Verteilung Zuckerkonzentration 

Nr. PH Shatner Sachorwent des Zuckers auf mg Zucker in 
Zellen Plasma ~ Zellen Plasma Zellen Plasma 

1 6,4 38 188 16.8 83,2 120 275 

7.18 47 185 20,3 79.7 156 264 

7,38 49 186 20,8 79,2 175 258 

2 6,4 36 192 15,8 84,2 116 278 

7,18 35 194 15.3 84,7 130 266 

7,38 18 184 20,7 79,3 178 252 

8 6,4 45 204 18.1 81.9 1D® PRE 

7.18 18 205 18,9 81.1 ,) 270 

7,38 57 206 21,7 78.3 227 274 

4 6,4 38 187 16,9 83,1 138 PDS 

7,18 31 202 13.3 86,7 124 270 

7,38 35 200 14,9 85,1 143 GD 

5 6,4 43 213 16.8 83,2 179 8] 

7,18 45 216 17,2 82.8 206 p79 

7,38 35 221 13.7 86,3 163 82 
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Suchen wir nunmehr nach GesetzmaBigkeiten, so ist zunachst 
aus den Tabellen I bis IV die Beobachtung zu entnehmen, daB das 
Volumen der Blutzellen bei saurer Reaktion stets am gréBten ist, 
jedenfalls immer gréBer als bei neutraler Reaktion. 

Neben dieser GesetzmaBigkeit konnten wir nur noch eine bemerkens- 
werte RegelmaBigkeit herausfinden. Berechnet man bei den Versuchen 
mit Zuckerzusatz das Verhaltnis der Zuckerkonzentration der Zellen 
bei saurer und bei neutraler Reaktion (Tabelle I]Ta und 1Va), so be- 
merkt man, daB in der Mehrzahl der Falle (8 von 11) bei saurer Reaktion 
die Konzentration kleiner ist. In Tabelle V sind die entsprechenden 


Verhaltniszahlen zusammengestellt. 


Tabelle V. 





Quotienten aus Quotienten aus 
Tabelle Illa Tabelle IVa 
%o "0 
1. 81,5 1. 76,9 
2. 62,2 2. 89,2 
3. 125,0 3. 79,0 
4, 72,1 4, 111,3 
5. 115,6 5. 86.9 

6. 77,6 


Fiir den absoluten Anteil der Zellen am Zucker laBt sich eine Regel 
nicht herausfinden. So darf man wohl annehmen, daB die beobachteten 
Erscheinungen durch die gréBere Wasseraufnahme bei saurer Reaktion 
zustande kommen, die Zuckerwanderung in die Zellen aber durch die 
Reaktion nicht entscheidend beeinfluBt wird. 

Diese Feststellung weist darauf hin, daB fiir den Zucker andere 
Gesetze gelten, als wir sie fiir die Harnséure, die nach unseren Befunden 
bei saurer Reaktion in die Blutzellen wandert, friiher ermittelt haben. 

Wir kommen also zu folgender Auffassung: 

Schon geringe Reaktionsverschiebungen, insbesondere nach der 
saueren Seite hin vergréBern das Zellenvolumen, indem Wasser in die 
Zellen eintritt. Da der Zucker bei saurer Reaktion anscheinend nicht 
leichter als bei neutraler Reaktion in die Zellen iibertritt, kommt es 
bei der saueren Reaktion im allgemeinen zu einer geringeren Zucker- 
konzentration der Zellen. Diese Abnahme der Zuckerkonzentration 
kann also wohl in der Hauptsache durch den Quellungszustand erklart 
werden. Anders liegen die Dinge bei der Harnséure. Harnsaiure wandert 
bei saurer Reaktion in die Zellen. Fiir die Wanderung des Zuckers 
bestehen offenbar besondere Mechanismen, man denke nur an das 
Adrenalin und das Insulin. Inwieweit die Wirksamkeit dieser Me- 
chanismen von Reaktionsverschiebungen abhangig ist, bedarf besonderer 
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Zusammenfassung. 

1. Der Blutzucker verteilt sich stets so, daB sich nur der kleinere 
Teil in den Zellen findet. Die Zuckermenge der Zellen iiberschreitet 
fast niemals 30%, des Gesamtzuckers, bleibt vielmehr meistens ziemlich 
weit unter dieser Grenze. 

Bei gréBerem Blutzuckergehalt ist der Anteil des Zellzuckers ge- 
ringer als in der Norm, weil wohl die Aufnahmefahigkeit der Zellen 
fiir Zucker begrenzt ist. 

2. Untersucht man die Zuckerkonzentration der Zellen nach 
Zuckerzusatz zum Blut, so findet man, daB in der groben Mehrzahl 
der Falle bei saurer Reaktion die Zuckerkonzentration der Zellen 
kleiner ist als bei neutraler Reaktion. Das ist wohl in der Hauptsache 
dadurch zu erkliren, daB bei saurer Reaktion das Zellvolumen gréBer 
ist als bei neutraler Reaktion. 

Die Zunahme des Zellvolumens kommt durch Wasseraufnahme 
ohne gleichzeitige Zuckeraufnahme zustande, so daB also die Zucker- 
konzentration der Zellen entsprechend abnehmen muB. Die Volumen- 
zunahbme der Zellen muB fiir die Beurteilung der Zuckerkonzentration 
der Zellen immer in Rechnung gesetzt werden. 


Der Notgemeinschaft fiir die deutsche Wissenschaft sei auch an dieser 
Stelle fiir die dem einen von uns gewahrte Beihilfe bestens gedankt. 


Zur Nomenklatur der an der alkoholischen Girung beteiligten 
Katalysatoren. 
Von 
A. J. Kluyver und A. A, Stheeman. 


(Aus dem Laboratorium fiir Mikrobiologie der Technischen Hochschule in 
Delft, Holland.) 


(Eingegangen am 23. November 1931.) 


In einem der vorhergehenden Hefte dieser Zeitschrift! wurde von 
C. Neuberg und H. von Euler ein Vorschlag gemacht zur Revision der 
Nomenklatur der an der alkoholischen Garung beteiligten Katalysatoren. 
Es mége uns gestattet sein, anlaBlich dieser Angelegenheit einige 


kurze Bemerkungen zu machen. 

Harden und Young waren die ersten Forscher, welche zeigten, 
daB die Buchnersche Zymase kein einheitliches Prinzip ist. Und zwar 
wiesen diese Autoren unzweideutig nach, daB es méglich ist, dieses 
Prinzip durch Ultrafiltration in zwei Teile zu zerlegen, welche jeder 
fiir sich unfaéhig sind, Glucose zu vergaren, jedoch nach Vereinigung 
wiederum ungeschwachte Garung hervorrufen. Fiir den dialysierbaren, 
thermostabilen Teil des Zymasesystems wurde dann von Harden der 
Name ,,Coenzym der alkoholischen Garung* vorgeschlagen, wofiir 
von Euler dann spiter die kiirzere Bezeichnung ,,Co-Zymase“ einfiihrte. 
Der thermolabile, rein enzymatische Bestandteil der Zymase wurde 
von Neuberg Apozymase benannt. 

Kine derartige einfache Nomenklatur kann nun jedoch nur so 
lange befriedigen, als man schlieBen darf, dab jede thermostabile 
Lésung, welche ein auf irgendeine Weise erhaltenes inaktiviertes 
Zymasesystem reaktiviert, ihre Wirkung der Anwesenheit eines und 
desselben Prinzips, der Co-Zymase, verdankt. 

Schon vom Anfang der Coenzymforschung ab ist es jedoch klar 
gewesen, daB diese Bedingung niemals ganz streng erfiillt werden 
konnte. Denn schon Harden hat betont, daB neben dem eigentlichen 


1 ©, Neuberg u. H. von Euler, diese Zeitschr. 240, 245, 1931. 
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Enzymsystem und der Co-Zymase auch das Vorhandensein von an- 
organischen Phosphaten unerlaBlich fir das Eintreten der alkoholischen 
Garung sei. Ferner zeigte Neuberg, und etwas spiter Harden, dab 
gelegentlich Reaktivierungen von inaktivierten Zymasesystemen auf- 
traten unter dem EinfluB von thermostabilen Substanzen, wie Acet- 
aldehyd und brenztraubensauren Salzen, wobei sich jedoch bald heraus- 
stellte, daB in anderen Fallen, wo Hefekochsaft als Aktivator noch 
gut wirksam war, die Zufiigung dieser Substanzen vdllig versagte. 
Hierzu kam dann noch die von Meyerhof gemachte Entdeckung, daB 
sich auch Hexosediphosphat ganz ahnlich verhalt, indem diese Ver- 
bindung einzelne inaktivierte Zymasesysteme aktiviert, andere, durch 
Kochsaft ebenfalls gut aktivierbare Systeme jedoch nicht. 


Wenn wir hinzufiigen, daB aus den Hardenschen Untersuchungen 
auBerdem noch hervorgeht, daB auch Kaliumionen fiir das Kintreten 
der Gairung unentbehrlich sind und also gelegentlich bei aus un- 
bekannten Griinden inaktivierten Zymasesystemen ebenfalls aktivierend 
wirken kénnen, dann wird man nicht umhin kénnen zu_ schlieBen, 
daB die oben erwahnte Bedingung fiir die Annahme der genannten 
einfachen Nomenklatur schon langst nicht mehr erfiillt ist. 


Gelegentlich einer ausfiihrlichen Untersuchung von Struyk und 
einem von uns (Kluyver!), wobei es gelang, die verschiedenen Phasen 
der Inaktivierung auch bei einem und demselben Zymasesystem scharf 
nachzuweisen, ist dieser Gesichtspunkt dann auch mit gr6Btem Nach- 
druck betont worden. Wir haben damals schon geschlossen, da} man 
der alkoholischen Garung 


entweder die Existenz mehrerer ,,Coenzyme‘ 
annehmen mu, oder daB — und dies schien uns empfehlenswerter 
man dazu tibergehen miiBte, den Begriff des ,,Coenzyms“ ganzlich 
aus der Biochemie der alkoholischen Garung zu streichen und zu er- 
setzen durch die Einsicht, daB fiir die Vergérung der Hexosen durch 
das Enzymsystem der Hefe die Mitwirkung verschiedener Aktivatoren 
unentbehrlich ist. 

Unter Vernachlassigung dieses Gesichtspunktes haben jedoch die 
meisten Untersucher bis vor kurzem bei der Auffassung beharrt, dab 
die von ihnen beobachtete aktivierende Wirkung eines inaktivierten 
Zymasesystems immer auf Rechnung der Anwesenheit einer bestimmten, 
von von Euler in groBer Reinheit isolierten, ,,Co-Zymase“ in der akti- 
vierenden Lésung gestellt werden mub. Wenn auch diese Voraus- 
setzung fiir ganz bestimmte Versuchsbedingungen, wie z. B. fiir die der 


1 4.J. Kluyveru. A. P. Struyk, Proc. Kon. Akad. v. Wet. Amsterdam 
30, 569, 1927; diese Zeitschr. 201, 212, 1928; A. P. Struyk, Onderzoekingen 


over de alkoholische gisting, Diss. Delft 1928. 
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Eulerschen Schule, zweifellos zutreffen wird, so liegt doch gar kein 
Grund vor, dies auch fiir Versuche unter anderen Verhaltnissen anzu- 
nehmen. 

Klar geht dies z. B. hervor aus dem von einem von uns (Stheeman!) 
schon vor | Jahr erbrachten Nachweise, daB es durchaus méglich ist, 
Zymin (Acetondauerhefe) durch Auswaschen derartig zu inaktivieren, 
daB Zusatz vom Eulerschen Prinzip auch in gréBeren Konzentrationen 
keine Reaktivierung bewirkt, daB diese Reaktivierung jedoch sofort 
eintritt, wenn auBerdem noch Methylenblau zugesetzt wird. 


Derartige Versuche beweisen unzweideutig, daB gar keine Veran- 
lassung vorliegt, den Hulerschen Aktivator im Vergleich zu den anderen 
Aktivatoren auf einen héheren Plan zu setzen und fiir ihn den Namen 
,,Co-Zymase** zu reservieren, wahrend die naihere Andeutung gerade 
dieses Prinzips als ,,Hardensche Co-Zymase‘ wohl als ginzlich verfehlt 


zu betrachten ist. 

Die Unzulassigkeit eines derartigen Vorgehens wird nun noch 
scharf beleuchtet durch die Ergebnisse der rezenten Untersuchungen 
von Meyerhof und Lohmann? sowie derjenigen Auhagens* im Eulerschen 
Institut. Die von Lohmann erhaltenen Resultate zeigen besonders 
die Gleichwertigkeit (nicht Ersetzbarkeit!) des Hulerschen Prinzips 
und des Magnesiumions fiir die aktivierende Wirkung bestimmter 
inaktivierter Zymasesysteme. AuBerdem folgt aus den Lohmannschen 
Untersuchungen die Méglichkeit, das Hulersche Prinzip wenigstens 
qualitativ durch in chemischer Hinsicht verwandte Substanzen, wie 
Adenylpyrophosphat, zu ersetzen*. SchlieBlich geht aus der erwahnten 
vorlaufigen Mitteilung Auhagens hervor, daB es auch im Hulerschen 
Institut gelungen ist, unter speziellen Bedingungen ein Zymasesystem 
derartig reversibel zu inaktivieren, daB Zusatz von Hulerschem Prinzip, 
unter Beriicksichtigung vieler sonstigen bekannten Aktivatoren, keine 
Reaktivierung mehr bewirkt. 

Unter diesen Umstanden ist es zu befiirchten, daB die von Neuberg 
und von Euler vorgeschlagene neue Nomenklatur, worin die Bezeichnung 
Co-Zymase neben anderen Aktivatoren beibehalten ist, die schon 
vorhandene Verwirrung fortdauern lassen wird. Logisch erscheint 
uns vorliufig nur eine Nomenklatur, nach der die von Neuberg und 


! 4. A. Stheeman, Proce. Kon. Akad. v. Wet. Amsterdam 33, 889. 1930; 
val. auch 82, 426, 1929. 

2 O. Meyerhof, K. Lohmann u. K. Meyer, diese Zeitschr. 237, 437, 1931; 
K. Lohmann, ebendaselbst 237, 445, 1931; 241, 67, 1931. 

3 EB. Auhagen, Die Naturwissenschaften 19, 916, 1931. 

4 Vgl. hierzu auch H. von Euler u. K. Myrbdck, Zeitschr. f. physiol. 
Chem. 199, 189, 1931. 
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von Euler definierte Holozymase aufgebaut ist aus dem eigentlichen 
thermolabilen Enzymbestandteil, wofiir der Name Apozymase (altere 
Definition Neubergs) beibehalten werden kénnte, und aus den zahl- 
reichen, teilweise mdglicherweise noch unbekannten, untereinander 
jedoch gleichwertigen Aktivatoren. 

Bis auf die Zeit, wo die Funktion der verschiedenen Aktivatoren 
klargelegt worden ist, wird es nur méglich sein, den Grad der Inakti- 
vierung eines Zymasesystems in der Weise zu charakterisieren, dab 
man angibt, welcher Aktivator oder welche Kombinationen von Akti- 
vatoren zugesetzt werden miissen, um eine Reaktivierung zu bewirken. 
Mit Hinsicht auf die teilweise Ersetzbarkeit der verschiedenen Akti- 
vatoren untereinander ist es vorlaufig nicht durchfiihrbar, diese mannig- 
fachen Inaktivierungsstadien der Holozymase mit speziellen Namen 


zu belegen. 





Uber Mosaikmembranen. 


Von 
Karl Séliner. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir physikalische Chemie und Elektro- 
chemie Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 24. November 1931.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


Vor einiger Zeit habe ich an anderem Orte! eine Theorie jener 
Fliissigkeitsbewegungen entwickelt, die an Membranen, die zwischen 
zwei verschieden konzentrierte Lésungen eines Elektrolyten geschaltet 
sind, dadurch zustande kommen, da Membranen nicht von durchaus 
homogener Beschaffenheit sind, sondern von Stelle zu Stelle gewisse 
Unterschiede, namentlich in bezug auf die Porenweite aufweisen. Diese 
Betrachtungen, fuBend namentlich auf den Arbeiten von Michaelis 
und Mitarbeitern? tiber die elektromotorische Wirksamkeit von Mem- 
branen, haben zu der Annahme von elektrischen Ring- (Kreis )Strémen 
gefiihrt, die zwischen den ungleichen Poren bzw. Teilen einer Membran 
notwendig unter den oben genannten Bedingungen flieBen miissen®. 

Diese Ringstréme bedingen eine elektroosmotische Fliissigkeitsbewegung 
durch einzelne Teile der Membran hindurch, die sich der gleichzeitig auf- 
tretenden normalen osmotischen Fliissigkeitsbewegung tiberlagert und als 
abnorme Osmose bezeichnet wird. In den genannten Mitteilungen habe ich 


1 Sédllner, Zeitschr. f. Elektrochem. 36, 36, 234, 1930. 

2 Michaelis u. Mitarbeiter, zahlreiche Arbeiten in dieser Zeitschr. 
Eine Zusammenfassung in ,, Die Naturwissenschaften** 14, 33, 1926. 

3 Seit dem Erscheinen der unter 1] zitierten Arbeiten ist es gemeinsam 
mit Dr. A. Grollman gelungen, diese Theorie der abnormen Osmose durch 
Mode!lversuche zu bestatigen (im Erscheinen). Kine Reihe der wich- 
tigsten Grundtatsachen, auf die auch in dieser Arbeit Bezug genommen 
werden mu findet man l.c. unter | ausfiihrlich und exakt behandelt 
(vgl. dort iiber Membranen. die Diffusion von Elektrolyten durch Mem- 
branen, Membranpotentiale, Fliissigkeitsringe, in denen  geschlossene 
KKreisstréme flieBen usw.). Es sei deshalb ausdriicklich auf das dort 
Gesagte hingewiesen. 
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mich auf die Betrachtung dieser Fliissigkeitsbewegung allein beschrankt, 
betreffs der gelésten Stoffe aber keine naiheren Angaben gemacht, sondern 
nur angemerkt, da8 ein rascher Konzentrationsausgleich eintritt, der die 
(mit auBerordentlich niedrigem Wirkungsgrad ausgenutzte) Energiequelle 
fiir die elektroosmotische (,,abnorme**) Fliissigkeitsbewegung darstellt. Der 
Geschwindigkeit dieses Konzentrationsausgleiches und seiner Beeinflussung 
durch die auftretenden elektrischen Krafte kam an jeder Stelle kein 
weiteres Interesse zu. 

Man kann andererseits auch Betrachtungen dariiber anstellen, in 

ae: 5 . ° . . 
welcher Weise der Ubertritt des gelésten Elektrolyten durch die in- 
homogene Beschaffenheit einer Membran beeinfluBt wird. Der inter- 
essanteste und einfachste Fall ist vielleicht der, da eine Membran aus 
selektiv anionendurchlassigen und selektiv kationendurchlissigen 
Flachenstiicken besteht, oder, wie im folgenden kurz gesagt werden 
soll, der Fall einer Mosaikmembran. 

Da in der Literatur gelegentlich? iiber diesen Gegenstand, wie uns 
scheint, vielleicht nicht ganz zutreffende Angaben zu finden sind, der 
ganzen Frage méglicherweise aber ein gewisses physiologisches Inte esse 
zukommt, so soll hier auch diese Seite des Problems des Durchtritts 
von Elektrolyten durch Membranen kurz erértert werden. 

Uber die selektive Ionendurchlissigkeit von Membranen bzw. iibet 
ihr damit im Zusammenhang stehendes elektromotorisches Verhalten kann 
auf die Arbeiten von Michaelis und Mitarbeitern (vgl. Anm. 2, 8S. 370) hin- 
gewiesen werden. Das folgende sei aber kurz erwahnt: Membranen sind, wie 
aus ihrem elektromotorischen Verhalten, wenn sie z. B. zwischen zwei ver- 
schieden konzentrierte Lésungen eines Elektrolyten geschaltet sind, ge- 
schlossen werden mu8B, bevorzugt fiir jene Ionen durchlissig, die entgegen- 
gesetzte Ladungen tragen, wie die Membran, d.h. positive Membranen 
sind bevorzugt durchlissig fiir Anionen, negative fiir Kationen, wobei 
auf die Ladung der Membran aus elektrokinetischen Versuchen ein SchluG 
gezogen werden kann. Der Einflu8 einer Membran ist um so starker, je 
engporiger sie ist. In elektrischer Hinsicht aéuBert sich dies bei einer Membran, 
die zwischen zwei verschieden konzentrierte Lésungen eines Elektrolyten 
geschaltet ist, im Auftreten eines Membran-Diffusionspotentials (dynami 
schen Membranpotentials), das mit Verringerung des Porenradius von 
dem entsprechenden Diffusionspotential in freier Lésung immer mehr 
abweicht, um bei sehr engporigen Membranen den Wert 2 RT In C,/Cy 
zu erreichen, wo C, bzw. C, die molaren Konzentrationen der beiden Lésungen 
des (ein-einwertigen) Elektrolyten bedeuten. In diesem Falle ist die Membran 
fiir die eine lIonenart streng undurchlassig, d.h. ein Ausgleich der Salz- 
konzentration rechts und links von der Membran unterbleibt, es stellt sich 
vielmehr jener Gleichgewichtszustand ein, der durch das sogenannte Donnan- 
sche Membrangieichgewicht beschrieben wird. 

Im Donnanschen Membrangleichgewicht herrscht zwischen den beiden 
Lésungen dauernd eine Konzentrationsdifferenz, ahnlich wie an semi 
permeablen Wanden auch hei Nichtelektrolyten ; auBerdem aber ist zwischen 
den beiden Lésungen dauernd eine Potentialdifferenz, das sogenannte 


1 R. Héber u. F. Hoffmann, Piliigers Arch. 220, 558. 1928. 
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Donnansche Membranpotential vorhanden. Der genannten Konzentrations- 
differenz entspricht eine Differenz des Dampfdruckes bzw. des osmotischen 
Druckes, die, fails man eine Fliissigkeitsbewegung an der Membran durch 
diese osmotischen Krafte vermeiden will, durch einen entsprechenden 
hydrostatischen Gegendruck kompensiert werden muB. 

Ist eine fiir die eine Ionenart bevorzugt durchlassige Membran nicht 
streng undurchlissig fiir die andere, sondern ist ihr Durchtritt nur (relativ) 
erschwert, so findet ein langsamer Konzentrationsausgleich (unter gleich- 
zeitigem Auftreten des oben erwaihnten dynamischen Membranpotentials) 
statt, und nach einiger Zeit herrsecht rechts und links von der Membran 
die gleiche Elektrolytkonzentration; selbstverstandlich verschwindet hier 
auch jedes Membranpotential. 

Die Frage, die wir uns zu stellen haben, ist die folgende: Welche 
Erscheinungen sind zu erwarten, wenn eine Membran aus selektiv 
anionendurchlassigen und gleichzeitig aus selektiv kationendurch- 
lassigen Flachenstiicken besteht? Wir werden dabei den theoretisch 
einfachsten Fall behandeln, daB die beiden Flachenarten unserer Mosaik- 
membran jeweils fiir eine Ionenart, Anionen bzw. Kationen, streng 
undurchlassig sind. Die Folgerungen, die sich hieraus fiir Fille, wo 
bloB eine bedingte Selektivitat vorhanden ist, ergeben, verstehen sich 
dann fast von selbst und bediirfen nur einer kurzen Erwahnung. 

Stellen wir uns ein System vor, wie es in 


























+ _ Abb. 1 schematisch gezeichnet ist: ein U-Rohr, 

L - on in dessen beide Schenkel je eine Membran ein- 
ACL io Alli gelagert ist, und zwar soll die negative Membran 4 
“ ese streng undurchlassig fiir die Anionen, die positive 
Membran 6 streng undurchlassig fiir die Kationen 








der angrenzenden Elektrolytlésungen sein. Das 
Rohr sei unterhalb der Membranen mit n/1l0 
Abb. 1. KCl-Lésung! gefillt, oberhalb der Membranen 

mit n/l00 KCl-Lésungen. Nach den Voraus- 

setzungen und dem oben Gesagten kann das KCl durch die Membran 
aus der konzentrierteren Lésung nicht in die verdiinntere iibertreten, 
hingegen kommt es zur Ausbildung von Membranpotentialen (Donnan- 
schen!), wobei die Lésung iiber a als positiv, die iiber b als negativ 
gegeniiber der konzentrierteren KCl-Lésung unterhalb der Membranen 


KCl 


' Aus den |. ¢. dargelegten Griinden ist es oft bequem, derartige Be- 
trachtungen vorerst am Beispiel des KCl zu behandeln. K’- und Cl’-lon 
haben merklich die gleiche Beweglichkeit: verschieden konzentrierte 
(wisserige) Lésungen dieses Elektrolyten zeigen also bei freier Diffusion 
gegeneinander kein Diffusionspotential. Alle Folgerungen, die in dieser 
Arbeit fiir KCl gezogen werden, gelten ohne weiteres fiir jeden beliebigen 
Elektrolvten, der die Bedingung erfiillt, daB ein etwa vorhandener un- 
dissoziierter Anteil die Membran nicht leichter durchsetzt als das in diese 


schwerer bewegliche lon. 
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anzunehmen ist, und zwar entspricht bei Zimmertemperatur unserer 
Konzentrationsdifferenz eine Potentialdifferenz von + 57 Millivolt 
bzw. — 57 Millivolt: die Lésungen tiber a bzw. 6 haben also gegen- 
einander eine Potentialdifferenz von 114 Millivolt. 

Das System ist in diesem Zustande ohne jede Anderung unbegrenzt 
haltbar, wenn die konzentriertere KCl-Lésung unter einen Druck 
gesetzt wird, der gleich ist der Differenz zwischen dem osmotischen 
Druck einer n/10 und n/100 KCl-Lésung. Am einfachsten kann dies 
dadurch verwirklicht gedacht werden, daB das U-Rohr und die beiden 
Membranen starr und unbeweglich gegeneinander sind. Dann tritt 
im allerersten Augenblick eine sehr kleine Fliissigkeitsmenge von den 
verdiinnteren zur konzentrierten Lésung iiber, wobei sich der Gegen- 
druck ausbildet, und das ganze Svstem der Abb. 1 kommt definitiv 
zur Ruhe. 

Betrachten wir, ehe wir weiter gehen, kurz die Verhaltnisse an 
einer Mosaikmembran unseres Typs, die zwischen zwei verschieden 
konzentrierte Lésungen eines Elektrolyten geschaltet ist (Abb. 2). 
Der wesentliche Unterschied zwischen den Systemen der Abb. 1 und 
jenem der Abb. 2 ist der, daB, waihrend in dem Modellsystem der Abb. 1 
die beiden verschiedenen Membranen an zwei voneinander getrennte 


Anteile der verdiinnteren Lésung grenzen, in dem System der Abb. 2 
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(bei der Mosaikmembran) die verschiedenen Membranteile an ein und 
dieselbe verdiinnte Lésung grenzen: d.h. jene Flissigkeitsschichten, 
die unmittelbar die Membran beriihren, sind durch eine Elektrolyt- 
lésung (in unserem Falle eben die verdiinntere KCl-Lésung) mit- 
einander verbunden. 

Ubertragen wir jetzt diese Erkenntnis auf unseren Modellversuch 
und suchen wir die sich hieraus ergebenden Folgerungen zu ziehen. 

Wir betrachten jetzt also ein System, wie es Abb. 3 zeigt. Wir 
verbinden die beiden n/100 KCl-Lésungen der Abb. 1 durch ein mit 
ebenfalls n/100 KCl-Lésung gefiilltes umgekehrtes U-Rohr. 
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Das so entstandene Ringsystem kann man von _ verschiedenen 
Standpunkten aus betrachten. Als zweckmaBig, weil sehr allgemein, 
erweist sich die Auffassung unseres Modells als ,,Fliissigkeitsring*’. 

Dolezalek und Kriiger' haben aus der Nernstschen Theorie des Diffusions- 
potentials gefolgert, daB in einem Kreisrohr, das mit gegeneinander diffun 
dierenden Elektrolytlésungen gefiillt ist, ein elektrischer Strom flieBen 
mu, falls das System in elektrischer Hinsicht irgendeine Assymmetrie 
aufweist. In einem geeigneten, allein aus Elektrolytlésungen bestehenden 
System gelang es ihnen, das FlieBen dieses Stromes durch die Ablenkung 
einer Magnetnadel experimentell eindeutig zu beweisen. Zur Erklarung 
der abnormen Osmose an nicht quellbaren Membranen habe ich diese Vor- 
stellung herangezogen und auf Membransysteme tbertragen. Da die 
neuerliche Darstellung dieser Uberlegungen einen allzu breiten Raum 
einnehmen wiirde, setzte ich das friiher (1. ¢.) ausfiihrlich Dargelegte hier 
als bekannt voraus. 

Die Betrachtung des Systems der Abb. 3 in elektrischer Hinsicht 
fiihrt dazu, es im Sinne der Abb. 4 aufzufassen: Die ausgezogenen 
Pfeile zeigen an, daB bei a bzw. 6 elektro- 
motorische Krafte (von je 57 Millivolt) vor- 
handen sind, die die (positive) Elektrizitat 
im Sinne des Uhrzeigers durch das System 
zu treiben bestrebt sind, d. h. an den beiden 
einzigen Unstetigkeitsflachen unseres Sy- 
ial stems? treten elektromotorische Krafte auf, 

die ihrem Sinne nach gleich gerichtet sind, 
HCl tag. - . . 

in ihrer Wirkung sich also addieren, ganz 
wie die elektromotorischen Krafte zweier 
hintereinandergeschalteter galvanischer Ele- 
mente. Die Starke des Stromes J, die durch unser Ringsystem flieBt, 
ist nach dem Ohmschen Gesetz gegeben durch die Summe der auf- 
tretenden elektromotorischen Kriafte e, + ¢. = E und den Gesamt- 
widerstand W des Systems: J = E/W. 
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Abb. 4. 


Hier wird vorausgesetzt, daB eine merkliche Polarisation durch den 
StromschluB nicht eintritt. Dies ist in jedem derartigen System stets 
weitgehend der Fall. Die hier in Frage kommenden Membranen sind auBer 
ordentlich dicht. die Lonenbeweglichkeit in ihnen auch fiir das permeier 
fahige lon gegeniiber der Beweglichkeit in freier L6sung stark herabgesetzt : 
d. h. die freie Diffusion in den Lésungen reicht aus, um alle an der Membran 


' F. Dolezalek u. F. Kriiger, Zeitschr. f. Elektrochem. 12, 669, 1906. 

2 Die Flachen, wo der mit n/100 KC! gefiillte Heber in die n/100 KCI- 
Lésungen taucht, stellen keine Unstetigkeitsflichen dar, da hier KCI in 
freier Diffusion an KCl gleicher Konzentration grenzt; elektromotorische 
Krafte treten hier also ebensowenig wie irgendwo sonst innerhalb der 
homogenen Lésungen auf. 
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eventuell auftretenden 6rtlichen Konzentrationsinderungen, eben die 
Polarisation, merklich zum Verschwinden zu bringen!. 

Wir wollen zuerst betrachten, was das FlieBen eines Kreisstromes 
in elektrischer Hinsicht fiir unser System bedeutet. Der Spannungsabfall 
erfolgt proportional dem Widerstand; da der Widerstand der Lésungen 
im allgemeinen fast verschwindend gering ist gegeniiber dem der auBer- 
ordentlich dichten Membranen, so zeigen verschiedene Punkte der 
einzelnen Fliissigkeiten gegeneinander jedenfalls keine merkliche 
Potentialdifferenz; haben die beiden Membranen, die positive und 
die negative, gleichen Ohmschen Widerstand, so zeigen die beiden 
Elektrolytlésungen, die verdiinntere gegen die konzentriertere, keine 
merkliche Potentialdifferenz, wie man durch eine einfache Uberlegung 
sofort sieht. Ist der Widerstand der beiden Membranen ungleich, 
so zeigen die Lésungen gegeneinander eine Potentialdifferenz, und 
zwar ist die verdiinntere Lésung positiv gegen die konzentriertere, 
wenn die kationendurchlissige Membran den geringeren Ohmschen 
Widerstand hat, sie ist negativ, wenn die anionendurchlissigere 
den geringeren Widerstand hat. Die Potentialdifferenz zwischen zwei 
beliebigen Punkten des Systems kann stets berechnet werden, wenn 
man die Leitfihigkeit der Lésungen und die der beiden Membranen 
kennt ?. 

Wahrend diese Betrachtung der elektrischen Verhaltnisse fiir sich 
allein den Kern unseres Problems noch nicht véllig trifft, gibt sie uns 
bei naherem Zusehen eine prazise und quantitative Antwort auf unsere 
Hauptfrage: Wie steht es mit dem Ubertritt eines gelésten Elektro- 
lvten durch eine Mosaikmembran ? 

Dem FlieBen eines Stromes in einem elektrolytischen Leiter, 
beispielsweise einer Elektrolytlésung, einer porésen Membran oder 
einem elektrolytisch leitenden festen Salz, entspricht stets die Wanderung 
von Ionen, d.h. ein Massentransport, und zwar ein Massentransport 
entsprechend dem Faradayschen Gesetz, d. h. fiir je 26,8 Amp.-Stunden 
wird ein Aquivalent Ionen durch jeden Querschnitt, und zwar jeden 
beliebigen Querschnitt des betrachteten elektrolytischen Leiters 
transportiert, wobei sich der Stromtransport in jedem Querschnitt 
je nach den dort herrschenden relativen Ionenbeweglichkeiten (Cber- 
fiihrungszahlen) zwischen Anionen und Kationen verteilt: der Be- 


' Anders als bei normalen Dialysen oder Versuchen tiber abnorme 
Osmosen. In diesen Fallen ist die Geschwindigkeit der Diffusion im der 
Membran durchaus vergleichbar mit der in freier L6ésung, ein Teil des 
Konzentrationsgefialles liegt hier in den Lésungen, wie z. B. auch der 
EinfluB des Riihrens zeigt. 

2 Vgl. hierzu die Experimente von Hoéber u. Hoffmann (1. ce.) an 
Kollodizmmosaikmembranen. 
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wegung von Kationen im Sinne des positiven Stromes ist eine Bewegung 
von Anionen in der entgegengesetzten Richtung in elektrischer Hin- 
sicht véllig aquivalent. 

Betrachten wir jetzt das System der Abb. 4, so sehen wir, dai 
entsprechend den ausgezogenen Pfeilen, entgegen dem Sinne des Uhr- 
zeigers ein Kreisstrom flieBt, und zwar wird die positive Elektrizitat 
in der negativen Membran im linken Schenkel des U-Rohres durch 
Kationen (im Sinne des punktierten Pfeiles) transportiert; in der 
positiven Membran im rechten Schenkel des U-Rohres nach dem oben 
Gesagten allein durch Anionen, die sich, entgegen der Richtung des 
positiven Stromes (im Sinne des gestrichelten Pfeiles) von der kon- 
zentrierteren zur verdiinnteren Lésung bewegen. Im Innern der beiden 


“ . ¥ ™ 
Lésungen erfolgt der Stromtransport entsprechend den Uberfiihrungs- 


zahlen der anwesenden Lonen, in unserem Falle des K Cl also zu ungefahr 
halftigen Anteilen'. Der Kreisstrom flieBt also dadurch, daB aus den 
beiden Membranen heraus Anionen bzw. Kationen einander entgegen- 
wandern, d. h. mit anderen Worten: in unserem Modellsystem der Abb. 4 
und damit auch an der Mosaikmembran der Abb. 2 treten dauernd 
durch die anionendurchlassige Membran (bzw. Membranteile) Anionen, 
durch die kationendurchlassige Membran (bzw. Membranteile) dauernd 
Kationen in die verdiinnte Lésung iiber, und zwar entspricht einer 
Strommenge von rund 26,8 Amp.-Stunden der Ubertritt eines Mols 
eines ein-einwertigen Elektrolyten. 

Es tritt also, entgegen den Angaben der Literatur, durch eine 
Mosaikmembran, die aus Flachenstiicken, die streng selektiv anionen- 
durchlassig, und gleichzeitig aus solchen, die streng selektiv kationen- 
durchlassig sind, besteht, Elektrolyt von einer konzentrierteren zu 
einer verdiinnteren Lésung iiber. Wir sind sogar imstande, aus rein 
elektrischen Daten, den Membranpotentialen und dem Gesamtwider- 
stand des Systems, jene Menge Elektrolyt zu berechnen, die in der 
Zeiteinheit von der konzentrierteren Lésung zu der verdiinnteren 
iibertritt. 

Haben wir beispielsweise ein System, in dem die konzentriertere 
Lésung einen Widerstand von 10 Ohm, die verdiinntere einen von 
100 Ohm, die Membranen einen von je 10000 Ohm haben, bei einem 
Membranpotential von + 57 bzw. — 57 Millivolt, d. h. einer treibenden 
elektromotorischen Kraft von 114 Millivolt, so flieBt ein Strom von 


' An den Unstetigkeitsflachen, d.h. an den Grenzflichen der Mem- 
branen gegen die Lésung auftretende O6rtliche St6érungen k6nnten sich 
prinzipiell als Membranpolarisation geltend machen. Da aber, wie schon 
oben gesagt, die Diffusion in den freien Lésungen verglichen mit der in 
den Membranen ungeheuer stark ist. so treten derartige St6rungen in merk- 
lichem MaBe kaum auf. 
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114 eae 
5,7 . 10-8 Milliamp.; es tritt also 
1000 (10 +. 100 + LOOOO + 10000) 
in einem Tage, falls das Volumen der Lésungen hinreichend grof ist, 
da wir sie fiir diese Zeit als praktisch ungeandert ansehen diirfen, 
; 1. 24. 5,7 pe aa ve 
eine Menge von _ Mol, gleich 5,07 . 10> ® Mol KCl, entsprechend 
26,8 . 10° 
0,378 mg KCl, von der konzentrierteren zur verdiinnteren Lésung iiber 
Die Kleinheit der itibergetretenen Salzmenge beruht nicht auf dem 
besonderen Verhaltnis der Elektrolytdiffusion, werden doch die elektrischen 
Krafte in unserem System durcheinander kompensiert, in ihrer die Diffusion 
hindernden VW irkung also aufgehoben, sondern allein aut der auberordentlich 
dichten Beschaffenheit solcher Membranen. Diese zeigt sich Ja nicht nur 
in einem enormen Ohmschen Widerstand, sondern sie hindern auch in 


gleicher Weise den Durchtritt geléster Nichtelektrolyte; ja, derartige 
Membranen sind fiir etwas schwerere Molekiile v6llig undurchlassig. 


Die gleiche Betrachtung, die wir oben angestellt haben, gilt naturlich 
auch dann, wenn die beiden Membranen nicht den gleichen Widerstand 
haben. Die durchgetretene Salzmenge ist ja allein bestimmt durch 
die Stromstarke. 


Man kann auf zwei anderen Wegen zu dem SchluB kommen, dab 
durch eine Mosaikmembran unseres Typs ein Konzentrationsausgleich 
stattfindet. Freilich kommt man hierbei nur zu qualitativen, nicht zu 


uantitativen Ergebnissen. 
q 


Einmal wieder auf einem formalen elektrochemischen Wege: 
Aus der Potentialdifferenz, die zwei verschieden konzentrierte Lésungen 
eines Elektrolyten, die durch eine elektrolytisch leitende Zwischen- 
schicht! voneinander getrennt sind, gegeneinander zeigen, kann man 
auf die relativen Ionenbeweglichkeiten im dieser Zwischenschicht 
schlieBen. (Eine solche Potentialmessung laBt natiirlich nur einen 
SchluB auf die mittleren Uberfiihrungszahlen in der ganzen Zwischen- 

. . , u v ’ C, , , . ‘hel 
schicht zu.) Es gilt, daB E - _RT In —, wo w' bzw. v' die Uber- 
“u’ + Ce 
fiihrungszahlen von Anion bzw. Kation in der Zwischenschicht, ¢, 
bzw. ¢, die mol. Konzentration des (ein-einwertigen) Elektrolyten in den 
beiden Lésungen bedeutet. Wird die Uberfiihrungszahl des einen 
Ions 1, so wird EF = RT In “ , entsprechend 57 Millivolt fiir eine Kon- 


9 


! Dies gilt so ohne weiteres nur fiir Zwischenschichten, die wesentlicl 
die gleichen Ionen entfalten wie die Lésungen, also z. B. fiir zwischen 
geschaltete Olphasen oder porése Membranen. Vel. die Darstellung bei 
Sédliner, 1. e. 
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zentrationsdifferenz um das Zehnfache. Weicht die gemessene Potential- 
differenz von diesem Maximalwert ab, und dies ist nach den Versuchen 
von Héber und Hoffmann an Mosaikmembranen unseres Typs der Fall, 
so sind beide lonenarten in der Zwischenschicht beweglich (entsprechend 
der obigen Formel), was nichts anderes besagt, als da} beide Lonenarten 
die Zwischenschicht unter dem Antrieb des Konzentrationsgefilles 
durchsetzen, mit anderen Worten, es tritt ein Konzentrationsaus- 
gleich ein. 

Man kann auch die folgende, noch weniger strenge, dafiir aber 
sehr anschauliche Uberlegung anstellen: Durch eine fiir eine Ionenart 
allein durchlissige Membran tritt, wenn sie zwischen zwei verschieden 
konzentrierte Lésungen eines Elektrolyten geschaltet ist, auch von jener 
lonenart, fiir die sie an sich durchlassig ware, nur eine verschwindende 
Menge, eine sozusagen abzéhlbare Anzahl von lonen hindurch, die, fiir 
den chemischen Nachweis viel zu gering, sich allein durch das Auf- 
treten eines Potentials zu erkennen gibt. Neutralisiert man diese freien 
elektrischen Ladungen, z. B. durch entgegengesetzt geladene Ionen, 
die man ihnen aus einem analog gebauten System entgegenwandern 
laBt, so kénnen weitere Ionen durch die Membran durchtreten, und 
das Spiel setzt sich fort, bis ein Konzentrationsausgleich eingetreten 
ist. Die gleiche Betrachtung gilt auch fiir die an den anderen Seiten 


der Membranen befindlichen konzentrierteren Lésungen. Auch diese 
miissen einander beriihren, damit ein Ladungsausgleich zustande 
kommen kann; mit anderen Worten, das Auftreten eines Kreisstromes 


ist erforderlich. 

Irgendwelche Stérungen durch elektroosmotische Erscheinungen 
sind in den bis jetzt untersuchten Fallen nicht zu erwarten. Eine 
sichtbare Fliissigkeitsbewegung findet nach den Voraussetzungen 
nicht statt. Treten aber, was wegen der Enge der Poren 
in erheblichem MaBe wohl nicht der Fall sein’ diirfte, in 
diesen elektroosmotische Fliissigkeitszirkulationen auf?, so bedingen 
sie keine Anderung der Verhaltnisse, da nach der Voraussetzung 
in der bewegten Flissigkeit nur Ionen einer Art enthalten sind 
und es ja allein auf die algebraische Summe der in_ einer 
Richtung wandernden Ionen ankommt. Die obige Betrachtung gilt 
also auf jeden Fall streng. 

Zum SchluB muB noch kurz die Frage gestreift werden: Wie 
liegen die Verhaltnisse an Mosaikmembranen, deren einzelne Flachen- 
stiicke in dem eingangs skizzierten Sinne fiir eine lonenart bloB bevor- 
zugt durchlassig sind, wihrend die andere sie auch, nur eben schwerer, 


1 Vgl. z. B. A. Eucken, Lehrb. d. chem. Phys. 1930, 8. 573. 
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zu durchsetzen vermag. Bei einer derartigen Membran tritt mit der 
Zeit, wie schon oben gesagt, ein Konzentrationsausgleich ein, auch 
wenn sie eine Mosaikstruktur in unserem Sinne nicht aufweist, ja, 
auch dann, wenn alle Poren der Membran in jeder Beziehung als vollig 
gleich angenommen werden. 

Prazise ausgedriickt lautet die obige Frage also etwa so: Wie 
wird die Geschwindigkeit des Konzentrationsausgleiches durch eine 
Mosaikstruktur der angegebenen Art beeinflubBt ¢ 

Wie man ohne weiteres einsieht, tiberlagert sich dem Konzentrations- 
ausgleich, der an den beiden Anteilen von Flachenstiicken eintreten 
wurde, wenn sie voneinander gesondert waren (also Kreisstréme nicht 
flieBen wiirden), ein durch den StromschluB bewirkter Effekt, der ganz 
nach dem obigen Schema berechnet werden kann. Es tritt hier aber 
noch ein weiterer, elektroosmotisch bedingter, Effekt hinzu. Sind 
die allgemeinen Bedingungen fiir elektroosmotische Erscheinungen 
gegeben, und dies ist in mehr oder weniger hohem Mabe bei Membranen 
der betrachteten Art stets der Fall, so spielen sich beim FlieBen eines 
Stromes elektroosmotische Prozesse ab. Wenn diese sich auch als 
sichtbare Fliissigkeitsbewegungen in unserem System nach der Voraus- 
setzung nicht bemerkbar machen kénnen, so tritt doch itmnerhalb der 
Poren eine Fliissigkeitszirkulation auf'. Die so bewegte Fliissigkeit 
enthalt hier aber Anionen und Kationen, denen es auf diese Weise 
erleichtert wird, von der konzentrierteren zur verdiinnteren Lésung 
iiberzutreten; die elektroosmotische Fliissigkeitsbewegung wirkt ahnlich 
wie eine Herabsetzung der Dicke der Membran, den Konzentrations- 
ausgleich also férdernd?. 

Das Ergebnis dieser Betrachtung ist also, daB in dem zuletzt 
behandelten Falle der Konzentrationsausgleich durch eine derartige 
Membran sich aus drei Anteilen zusammensetzt. Erstens aus jenem, 
der die einzelnen Membranstiicke, wenn sie voneinander isoliert waren, 
durchdringen wiirde, zweitens einem Anteil, der durch den Kreisstrom 
entsprechend dem Faradayschen Gesetz tibergefiihrt wird (er kann aus 
rein elektrischen Daten berechnet werden); und drittens aus einem 
Anteil, der durch elektroosmotische Fliissigkeitsbewegungen in der 
Membran diese noch zusatzlich durchdringt. 

Die voranstehenden Darlegungen beziehen sich ausschlieBlich 
auf Falle, in denen das Volumen der beiden Fliissigkeiten rechts und 


1 Bzw. wenn die Poren nicht als durchweg gleich angenommen werden, 
auch zwischen den Einzelporen. Vgl. hierzu Sdéllner, 1. ec. 

2 Demgema® ist man auch genétigt anzunehmen, da auch der 
Ubertritt geléster Nichtelektrolyte durch Membranen durch eine gleich- 
zeitige Elektrolytdiffusion beschleunigt wird, wenn Ringstréme und damit 
elektroosmotische Erscheinungen auftreten. 
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links von der Membran konstant gehalten wird. In welcher Weise 
der Durchtritt des gelésten Elektrolyten beeinfluBt wird, wenn dies 
nicht mehr der Fall ist, das zu betrachten iiberschreitet den Rahmen 
dieser Abhandlung, besonders auch die Besprechung jener Fille, in 
denen abnorme osmotische Erscheinungen (die praktisch jede Elektrolyt- 
diffusion durch Membranen, wenn auch in sehr verschiedenem Mabe. 
begleiten), mit betrachtet werden miissen. 


Zusammenfassung. 

In der voranstehenden Arbeit wird die Diffusion von Elektrolyten 
durch Membranen besprochen, die gleichzeitig aus Flachenstiicken 
bevorzugter Anionen- und aus solchen bevorzugter Kationendurch- 
lassigkeit bestehen, wenn sie zwischen zwei verschieden konzentrierte 
Lésungen eines Elektrolyten geschaltet sind. 

Sind die beiden Flachenarten einer derartigen Mosaikmembran 
je nur fir eine Ionenart allein durchlassig, fiir die andere Ionenart 
aber véllig undurchlassig, so ist man 

1. imstande, aus dem Ohmschen Widerstand der beiden Lésungen 
und der beiden Membrananteile und der herrschenden Konzentrations- 
differenz die Potentialdifferenz zwischen den beiden Lésungen zu 
berechnen, und zwar auf Grund der Tatsache, daB in einem der- 
artigen System notwendig geschlossene Kreisstréme flieBen miissen. 
Man kann 

2. auf Grund dieser Tatsache auch die Starke des flieBenden 
Stromes exakt berechnen und, da in Elektrolytlésungen dem FlieBen 
eines Stromes ein Ionentransport entspricht, die Menge des Elektrolyten, 
die die Membran in der Zeiteinheit durchsetzt, angeben. 


Es wird also entgegen den Angaben der Literatur gezeigt, dab 
durch Membranen, die aus streng selektiv anionendurchlassigen Flachen- 
stiicken und gleichzeitig streng selektiv kationendurchlassigen Flachen- 
stiicken bestehen, Elektrolyte hindurchtreten kénnen, und zwar in 
einer streng berechenbaren Weise. 

Weist eine Mosaikmembran Flachenstiicke auf, die jeweils fur 
eine lonenart bevorzugt, fiir die andere in geringerem Mabe durchlassig 
sind, so tritt durch solehe Membranen hindurch ein Konzentrations- 
ausgleich verschieden konzentrierter Elektrolytlésungen ein. — Die 
hierbei iibertretende Salzmenge kann gedanklich in drei Anteile zerlegt 
werden. Erstens in jenen Anteil, der die beiden Flachenarten, wenn 
sie voneinander gesondert waren, durchsetzen wiirde, zweitens jenen 
Anteil, der nach dem Faradayschen Gesetz, entsprechend dem FlieBen 
eines Kreisstromes, iibertritt, und drittens jenen Anteil, der durch 











Mosaikmembranen 3S] 


sekundar bedingte elektroosmotische Fliissigkeitsbewegungen die Mem 
bran durchsetzt. 

Es wird weiter darauf hingewiesen, daB sich diese verhaltnismabig 
iibersichtlichen GesetzmaBigkeiten erheblich komplizieren, wenn das 
Volumen der beiden Fliissigkeitsmassen, rechts und links von det 
Membran, wahrend der Versuche nicht konstant gehalten wird, sich also 
dem besprochenen Effekt noch osmotische und ,,abnorme** osmotische 
Flissigkeitsbewegungen, die gleichzeitig einen Transport von geléstem 
Elektrolyt bedeuten, tiberlagern. 


Es ist mir eine angenehme Pflicht, auch an dieser Stelle Herrn 
Prof. Dr. H. Freundlich fiir sein liebenswiirdiges Interesse an det 


voranstehenden Arbeit meinen verbindlichsten Dank auszusprechen. 





Refraktometrische Studien itiber das Serumeiweib. 
VIIL. Mitteilung: 
Uber die Bestimmung der EiweiSfraktionen im Pterdeserum }. 
Von 
D. von Desed. 


(Aus dem physiologischen Institut der kgl. ungar. tierarztlichen Hochschule 
in Budapest.) 


(Eingegangen am 24. November 1931.) 


Die vorangehenden Untersuchungen haben unter anderen zu dem 
Ergebnis gefiihrt, da®B der spezifische Brechungszuwachs (BZ), der 
sich fiir das Gesamteiwei8 ermitteln lieB, mit demjenigen der einzelnen 
EiweiBfraktionen iibereinstimmt. Man findet zwar Angaben in der 
Literatur, die dem Sinne nach obige Befunde unterstiitzen; es besteht 
jedoch keine Ubereinstimmung zwischen den Zahlenwerten, die dies- 


beziiglich bisher gefunden wurden. Da diese Untersuchungen durch 
die Beobachtungen angeregt wurden, die Verfasser bei Anwendung 
der refraktometrischen EiweiBbestimmungsmethode von Robertson ge- 
macht hatte, soll im folgenden iiber die Brauchbarkeit der neu- 
gewonnenen Konstanten zur Ermittlung der EiweiBfraktionen berichtet 
werden. Man wird dabei vorerst die Verhiltnisse beriicksichtigen miissen, 
die durch das EiweiBausfallen geschaffen werden. Diese sind von zweierlei 
Art, indem das ausgefillte EiweiB einen Teil der Nichteiweibstoffe 
mitreiBt und zugleich die Eindickung der (N H,),S O,-Lésung verursacht, 
wie in den vorangehenden Mitteilungen dargelegt worden ist. 

Wenn auch diese Verinderungen sich durch entsprechende Ver- 
dinnung des Serums sicherlich vermeiden lassen, wiirden die Ab- 
lesungsfehler dabei denjenigen Brechungsanteil in besonders hohem 
MaBe beeinflussen, der auf das EiweiB entfallt. Es erschien deshalb 
vorteilhafter, die refraktometrischen EiweiBbestimmungen bei zwei- 
facher Serumverdiinnung vorzunehmen, wie von Robertson angegeben 
wurde. Auch die Verhiltnisse bei Anderung der EiweiBfallung wurden 
demgema8 bei zweifacher Verdiinnung untersucht. 

Diejenige Menge der NichteiweiBstoffe, die nach dem Ausfallen 
der einzelnen Eiwei8fraktionen in der Serumlésung verbleibt, wurde 


' Ausgefiihrt mit den Mitteln der Széchenyi-Gesellschaft zur Férderung 
der Naturwissenschaften. 
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dem spezifischen Gewicht nach ermittelt, wie in Mitteilung 1V 
angegeben ist. Die Berechnung wurde dort an Zahlenwerten er- 
értert, die sich nach der Globulinausfillung im Versuch Nr. 14 
Tabelle II ergeben haben. Es geht daraus so viel hervor, daB der weitaus 
gréBte Anteil der NichteiweiBstoffe nach dem Ausfillen der Globuline 
in der Serumlésung verbleibt. Die einzelnen Versuchsergebnisse 
schwankten hierbei zwischen 0,0029 und 0.0034, und es sind auBerdem 
nur je einmal die Zahlenwerte 0,0023 und 0,0042 erhalten worden. Der 
Mittelwert laBt sich aus den diesbeziiglichen Bestimmungen zu 0,00324 
berechnen und gibt denjenigen Anteil an, der vom spezifischen Gewicht 
auf die gelésten NichteiweiBstoffe entfallt, nachdem ein Teil des Ei- 
weiBes bei zweifacher Serumverdiinnung durch etwa 50°, ige Sattigung 
mit (N H,),.SO, ausgefallt worden ist. Es entspricht nun dieser Zahlen- 
gréBe der Brechungsanteil x : 0.00324 = 0,00209 : 0,00752; wonach 
x im zweifach verdiinnten 0,000 90, und 0,00180 im unverdiinnten Serum 
ist. Es kénnen natiirlich gegen diese Zahlengré6Ben Einwande erhoben 
werden, da einerseits das Brechungsvermégen der einzelnen Komponenten 
der NichteiweiBstoffe verschieden ist und andererseits ihre Menge durch 
das ausgefallte Eiwei8 nicht in gleichem Mae beeinfluBt wird. Es 
stehen uns jedoch derzeit keine Zahlenwerte zur Verfiigung, die eine 
genauere Berechnung erméglichen wiirlen. Auf dieselbe Weise wurden 
auch die Berechnungen nach Anwendung der 40- und 33°,igen 
(NH,),SO,-Sattigung ausgefiihrt, wobei allerdings die  einzelnen 
Versuchsergebnisse nicht so gut iibereinstimmten. Derjenige Anteil, 
der hierbei vom spezifischen Gewicht auf die gelésten Nichteiweib- 
stoffe entfallt, lieB sich zu 0,00308 bzw. 0.00304 ermitteln, und dem 
entspricht im Mittel das Brechungsvermégen von 0.00170 im un- 
verdiinnten Serum. 

Die Eindickung der (N H,),80,-Lésung, die bei zweifacher Serum- 
verdiinnung nach dem Eiweibausfallen entsteht, wurde in Mitteilung VII 
erértert. Es geht aus den diesbeziiglichen Versuchsergebnissen! so viel 
hervor, daB, sobald die EiweiBmenge von 1 g ausgefallt wird, die 
(NH,),SO,-Lésung unabhaingig von der ausgefallten Kiweibfraktion 
dermaBen an Konzentration zunimmt, wie wenn 1,05 ccm destillierten 
Wassers aus der Lésung ausgetreten wire. 

Es sind nun die Grundlagen fiir die refraktometrische Bestimmung 
der EiweiBfraktionen bzw. der in der Serumlésung befindlichen Eiweib- 
menge durch diese Versuchsergebnisse gegeben. Der Eindickung der 
(NH,),S0O,-Lésung wirkt nimlich entgegen der Umstand, daB bei der 
zweifachen Serumverdiinnung mebr FiweiB ausgefallt wird, als wenn 


1 Die Zahlenwerte in den Spalten 5 und 6 von links gerechnet in 
Tabelle IV der Mitteilung VII miissen gegenseitig vertauscht werden. 
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man die Bestimmung der EiweiBfraktionen bei gréBerer Verdiinnung 
vornimmt. Ohne auf die entsprechenden Versuchsergebnisse an dieser 
Stelle vorderhand eingehen zu wollen, erscheint es zweckmabiger, das 
Ergebnis zu besprechen, das dabei erwartet werden kann. Dies 
ist nur in dem Falle méglich, wenn es gelingen sollte, in der Menge 
der einzelnen Eiweibfraktionen gewisse GesetzmaSigkeiten festzustellen, 
die durch die Verdiinnung verschiedenen Grades verursacht werden. 
Kis fiel nicht schwer, 10 Seren aus den vielen Versuchen auszuwahlen, 
in denen die Eiweibfraktionen bei 2- und 12facher Verdiinnung er- 
mittelt worden sind. 
Tabelle I. 





s 33 9/pige (NHg)gSO,4- 40 %/oige (NHg)oSO4- 50° pige (NHg)gSO,4- 
5 Sattigung Sittigung Sattigung 
5 Ausgefillte Ausgefillte Ausgefillte 
= Eiweilimenge Eiweifimenge Eiweiimenge 
Nr. | s & bei Verhiilt & bei Verhilt- & bei Verhalt- 
a "% “yo. his der 2 12- nis der 2. 12- nis der 
& facher facher oes facher  facher oe facher | facher ate 
r Serum- Serum- Serum- 
9 verdiinnung verdiinnung verdiinnung 
1} 18 1,96 0,31 6,32 2,32 | 1,59 1,46 4,46 3.68 1.21 
21 19 || 2,12 | 0,36 6,06 3,44 | 2,04 1,69 460 3,73 1,23 
3 || 20 | 1,80 | 0,33 5,46 2,72 | 1,78 1,53 3,68 3,39 1,09 
4 || 21 168 0,42 $,00 2.84 1,80 1,58 3,90 3,63 1,07 
5 30.) 1,96 | 0,38 5,16 4,40 | 2,25 1,96 5,54 4,79 1,16 
6 31 2,78 0,38 7,32 5,90 2,80 2,11 7.79 6,58 1,18 
2 | 33 1,82 | 0,28 6,50 2,45 1,23 2,02 3,70 | 3,21 1,15 
8 34 1,27 0,26 4,89 2,52 1,16 217 4.03 3,11 1,30 
9 | 35 | 8,28 | 0,41 8,00 5,34 3,06 1,75 6,88 5,86 1,17 
10 37 1,57 | 0,29 5,41 4,97 | 2,30 2.16 7.13 5,79 1,23 
Im Mittel: 5,91 1,84 1,18 


Das Vorgehen, das bei den Eiwei®Bbestimmungen befolgt wurde, ist 
bereits geschildert. Es sei an dieser Stelle nur soviel hervorgehoben 
da®B der EiweiBgehalt bei der zweifachen Verdiinnung nach dem Abzentri- 
fugieren des entstandenen Eiwei®Bniederschlags in der tiberstehenden Serum- 
lésung ausgefiihrt wurde. Im vorliegenden Falle sind von besonderem 
Interesse jene Beziehungen, die zwischen denjenigen Eiweiimengen be- 
stehen, die sich in demselben Serum nach zwei- und zw6lffacher Verdiinnung 
ermitteln lieBen. Es sind diesbeziiglich die gréBten Unterschiede bei der 
33°. igen, etwas maéBigere bei der 40°.igen und nur ganz geringe bei der 
50°.igen (NH,),SO,-Sattigung vorhanden. Diese Verhaltnisse weisen 
auf die Angaben hin, die hieriiber in Mitteilung VII gemacht sind. 
Werden nun die Mittelwerte aus den Zahlengr6Ben in Tabelle I berechnet. 
dann ergibt sich, daB hierdurch das Verhaltnis zwischen den gewonnenen 
EiweiBmengen nur bei der 50 °,igen (N H,).8O,-Sattigung mit hinreichender 
Genauigkeit ausgedriickt wird. 


Es lassen sich immerhin auf Grund dieser Zahlenwerte die Verhaltnisse 
klarstellen, die bei der refraktometrischen Bestimmung der Fiwei®fraktionen 
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von Bedeutung sind. Es sei angenommen, daB bei verschiedenen, und zwar 
bei 33-, 40- und 50°, igen (NH,4).SO,-Sattigungen je 1 g Eiweif aus irgend- 
einem Serum bei der zw6lffachen Verdiinnung ausgefallt wird: dem ent 
sprechen bei zweifacher Serumverdiinnung EiweiBniederschlage von 5,91, 
1,84 bzw. 1,18 g, wobei sich die (NH,),8O,-Konzentrationen gleichzeitig 
von 17,90°,, auf 19,08°,, von 21,.70°, auf 22,13°,, bzw. von 26.80°,, aut 
27.14°,, erhéhen. Es wird der BI., der sich nach dem Abzentrifugieren 
des EiweiBniederschlags bei zweifacher Serumverdiinnung in der iiber 
stehenden Serumlésung ermitteln J4Bt, durch den Ausfall von Eiweif 
erniedrigt und gleichzeitig durch die Eindickung der Salzl6sung erhdéht. 
Diese Verhaltnisse werden zahlenmaBig in folgender Zusammenstellung 
angegeben. 





Eiweilimenge aus dem 


(N Hy)2 5 O4-Sattigung Abnahme Zunahme im BI Unterschied berechnet 
33 0.01105 0,091 55 5.08 
49 0,003 44 0.00058 1.53 
50 0,002 21 0.00039 0.98 


Es laBt sich aus den angefiihrten Zahlenwerten ohne weiteres 
entnehmen, daB die refraktometrische Eiweibbestimmung nur bei der 
50° igen (NH,).S0O,-Sattigung zu Resultaten fiihren kann, die mit 
denjenigen EiweiBmengen angenahert tibereinstimmen, die sich in 
demselben Serum bei 12facher Verdiinnung gravimetrisch ermitteln 
lassen. 

Uberblickt man nun die Zahlenwerte in Tabelle Il, in der die 
Resultate von 40 Versuchen zusammengefaBt sind, dann ergibt sich, 
daB die EiweiBmengen, die bei 33 bzw. 40° iger (N H,),SO,-Sattigung 
refraktometrisch ermittelt wurden, ohne Ausnahme niedriger sind, als 
diejenigen, die nach I2facher Serumverdiinnung gravimetrisch ge- 
funden wurden. Die Ursache dieser Abweichungen ist nun leicht ver- 
stindlich. Es diirften nur die Unterschiede, die sich bei der 33° ,igen 
Sattigung in den EiweiBmengen ergeben haben, etwas tberraschend 
sein. Man muB jedoch bedenken, daB die ausgefillte Kiweibmenge 
bei der 12fachen Verdiinnung nur etwa 0,3 g betragt. Die beobachteten 
Unterschiede stehen hiermit angendhert in demselben Verhaltnis wie 
die entsprechenden Zahlenwerte in Tabelle I. 

FaBt man nun die Versuchsresultate ins Auge, die nach 50° ,iger 
Sattigung in der tiberstehenden Serumlésung gewonnen wurden, dann 
ergibt sich, daB zwar betriachtliche Abweichungen auch in diesem 
Falle vorhanden sind, diese jedoch nicht das gleiche Vorzeichen haben. 
Die refraktometrische EiweiBbestimmung fiihrt demnach zu Resultaten, 
die teils héher, teils niedriger sind als die EiweiBmengen, die sich in 


demselben Serum nach zwélffacher Verdiinnung gravimetrisch er- 
mitteln lieBen. Es kommt diesem Umstand groBbe Bedeutung zu und 
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Tabelle 11. 
Brechungsindex . : ao Eiweiimenge in g 
Be ‘. B¥e | E 
ne > x —— 
Ny 23 Serum- = tse refrakto- gravi- Ditfe 
ms losung we SC metrisch metrisch renz 
ZT = 5 oa SS 
7 Z oes 
° 1.3 es a ermittelt y 
1 18 5017 $702 1260 1090 5,83 6.44 0.6] 
21 19 5006 $702 1216 1046 5.59 6.65 1.06 
8 20 5026 $702 1296 1126 6.02 6.65 0.63 
4 || 21 5029 4702 1308 1138 6,09 6,63 0.54 
5 || 30 33 6577 5944 1266 1096 5.86 7,26 1.40 
6 || 31 - 6605 5923 1364 1194 6,39 8,67 2,28 
7 || 33 6643 6138 1010 0840 4,49 6,20 1.71 
8 | 34 6504 5892 1224 L054 5,64 6,71 1,07 
9 | 35 6521 5892 1258 1088 5,82 8.49 2.67 
10 37 6617 | 5923 1388 1218 6,51 8,00 1.49 
11 18 5236 4988 0992 O822 4,40 5,16 0.76 
13 1 I 5233 4988 O980 0810 4,33 4,96 0.63 
13 | 20 5261 4988 1092 0922 4,93 9,20 0.27 
14 || 21 5264 4988 1104 0934 5,00 2k 0,25 
15 30 40 6881 6440 O882 0712 3,81 2s 1,48 
16 «31 6851 6398 0906 0736 3,94 6,25 — 2.31 
17 || 33 6885 6398 0974 O804 4.30 5,35 1.05 
18 | 34 6881 6363 1036 O866 4,63 5,8] -1,18 
19 | 35 6844 6363 0962 0792 4,24 5,84 1.60 
20s 37 6860 6398 0924 O754 4,03 5,99 1.96 
21 6 5544 5341 0812 0632 3,38 3,26 0.12 
22 7 5571 5341 0920 0740 3,96 3,79 0.17 
23 8 5547 5320 0908 0728 3,89 3,84 0,05 
24) 17 5528 5307 ORR4 0704 3,77 RS? 0.40 
25 18 5562 5361 O804 0624 3,34 3,07 0.27 
26 19 5543 5361 0728 0548 2.93 3,26 0,34 
27 || 22 5541 5335 0824 0644 3.44 3.67 0,23 
28 || 23 5587 5358 0916 0736 3,94 Ese 0.17 
29 24 5544 5358 0744 0564 3,02 3,07 0,05 
30 || 25 () 5565 5358 0828 0648 3.47 3,38 0,09 
31 || 26 : 7443 7054 0778 0598 3,20 3,50 0,30 
32 || 27 7462 7054 0816 0636 3.40 3,76 0,36 
33. 28 7482 7054 0856 0676 3,62 3,90 - 0,28 
34 || 29 7473 7054 0838 O658 3,52 3,88 0,36 
35 = =—330 7381 7025 0712 0532 2,85 2,75 0,10 
36 O31 7379 7045 0668 0488 2,61 2,47 0.14 
$7 |' 33 7460 7045 0830 0650 3,48 3.38 0,10 
38 34 7406 6994 O824 0644 3.44 3.86 0,42 
39 635 7386 6994 0784 0604 3,23 3.04 0.19 
40. 37 7403 7056 0694 0514 2,75 2.50 0.25 





erweckt den Anschein, daB die Resultate um einen vermutlichen Mittel- 
wert herum schwanken. Der mittlere Fehler ergibt sich dabei zu - 


fiir die Einzelbestimmung. 


}+- 0,25 g 


Solite dies auch auf den ersten Blick zu 











ie) 


g 
ul 











Retraktometrische Studien itiber das Serumeiweib. VIL. 387 


hoch erscheinen, so wird man bei weiterer Uberlegung zu anderer 
Einsicht gelangen. Uberpriift man namlich die Angaben, die in 
Mitteilung VII tiber die gravimetrische Bestimmung des Globulins 
und des Albumins gemacht worden sind, dann ergibt sich, daB die 
Zahlenwerte, die diesbeziglich im allgemeinen angegeben werden, 
keineswegs wohlumschriebene KiweiBmengen darstellen. Wird auch 
die Bestimmung bei zwolffacher Serumverdiinnung ausgefiihrt, man 
erhalt dennoch niedrigere Zahlenwerte, sobald hundertfache Ver- 
diinnung angewendet wurde, obgleich dabei die Menge der Gesamt- 
flissigkeit konstant gehalten worden ist. Bedenkt man ferner, daB auch 
die Einzelbestimmungen des GesamteiweiBes mit einem mittleren 
Fehler von mindestens 0,07 bis 0,15 g¢ behaftet sein kénnen, wie 
aus den entsprechenden Angaben der Mitteilung V hervorgeht, dann 
wird dies bei der Ermittlung eines weniger gut definierten KiweiBkérpers 
mindestens ebenso hoch angenommen werden kénnen. 

Die Richtigkeit dieser Cberlegung ergibt sich aus der guten 
Ubereinstimmung der ZahlengréBen, die sich aus simtlichen Ergebnissen 
der gravimetrischen und der refraktometrischen Bestimmungen fiir 
die Gesamtmenge des Albumins berechnen lassen. Man erhalt dafiir 
67,53 g nach der gravimetrischen und 67,24 g nach der refraktometrischen 
Methode. Der Unterschied betraigt insgesamt 0,29g. Man wiirde 
demnach bei einem durchschnittlichen Albumingehalt von 3,38 g 
refraktometrisch eine um 0,02¢ niedrigere Zahlengrébe erhalten. 
Es ergibt sich hieraus, daB die refraktometrische Methode mit den 
neugewonnenen Konstanten zur Bestimmung des Albumingehalts 
im Pferdeserum durchaus geeignet ist und insbesondere bei Massen- 
untersuchungen mit Vorteil verwendet werden kann. Nach Abzug 
dieser ZahlengréBe von dem EiweiBgehalt des Serums wird die Globulin- 
menge erhalten. 

Die Bestimmung des Albumin- und Globulingehalts gestaltet 
sich im einzelnen wie folgt: 

1. Es wird der BI. des Serums bei 17,5°C bestimmt und der beob- 
achtete Zahlenwert notiert, sobald zwei Ablesungen genau iibereinstimmen. 
Die Temperatur des Wasserbads ist dabei fortwahrend zu iiberwachen. 
Das Zeisssche Eintauchrefraktometer wird zweckmaBig mit dem Hilfs- 
prisma angewendet und die erste Bestimmung nach mindestens 15 Minuten 
und die folgenden nach je 10 Minuten langem Warten ausgefiihrt. Man 
kann erst nach Ablauf dieser Frist mit Sicherheit den erfolgten Temperatur- 


ausgleich zwischen Prisma und Wasserbad annehmen. 

2. Kaltgesattigte (NH,),.SO,-Lésung wird in vier starkwandige 
R6hrchen mit einer Pipette abgemessen, die in 0,01 cem geteilt und deren 
Ende ausgezogen ist. Die Pipette wird auBer Gebrauch immer im Séaure- 
gemisch aufbewahrt und vor dem Gebrauch sorgfaltig gereinigt und 
getrocknet. Die abgemessene Menge der (NH,4).SO,-Lésung richtet sich 
nach der Serummenge, die zur Verfiigung steht. Es ist dabei immer zu 
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beachten, dafi mindestens zwei Versuche mit Serum und ebensoviele mit 
destilliertem Wasser angestellt werden miissen. Es werden demgemas 
die (NH4).8O0O,4-Lésungen in je zwei Réhrchen zu gleichen Teilen mit dem 
Serum und ebensoviele zu gleichen Teilen mit destilliertem Wasser tiber- 
schichtet und die Réhrchen sofort mit gutschlieBenden Gummistopfen 
verschlossen. Die Réhrchen werden zweckmaBig schon vor dem Gebrauch 
mit je zwei Glasperlen beschickt, die das griindliche Vermischen des Inhalts 
ermoglichen. 

Das griindliche Durchmischen der Fliissigkeiten ist von besonderer 
Wichtigkeit. Dies geht deutlich aus dem Vergleich der BI. hervor, die in 
zwei Proben desselben Pferdeserums nach dem Abzentrifugieren des Eiweils 
niederschlags gewonnen sind. Im ersten Falle erfolgte das Vermischen 
ohne Glasperlen, im zweiten mit Glasperlen im elektrischen Schiittel 
apparat. Es haben sich nachher bei der Bestimmung des BI. folgende 
Skalenteile mit dem Prisma II ergeben, und zwar im Falle I. 26,60 und im 
Falle II. 26,95. Dies beweist zur Geniige, daB ein richtiges Gleichgewicht 
zwischen geléster und ausgefillter Eiweiimenge nur durch griindliches 
Vermischen, sozusagen Zertriimmern des ausgefallten EiweiBniederschlags 
erzielt werden kann. 

3. Der EiweiBniederschlag wird nun abzentrifugiert, wobei die Réhrchen 
immer verschlossen bleiben. Erfolgt die Bestimmung des BI. unmittelbar 
in der iiberstehenden Serumfliissigkeit, dann ist hierzu nur Prisma II ver- 
wendbar. Sollte aber dieses nicht zur Verfiigung stehen, dann miissen die 
Lésungen, und zwar sowohl die abzentrifugierte, klare Serumlésung, wie 
auch die zweifach verdiinnte (NH,4),SO,-Lésung, zu gleichen Teilen mit 
destilliertem Wasser nochmals versetzt und somit bei vierfacher Verdiinnung 
untersucht werden. Das Abmessen der Fliissigkeiten erfolgt immer mit 
denselben Pipetten, oder mit solchen, die vorher geeicht wurden. 

Das Berechnen der Versuchsresultate sei an einem Beispiel erértert : 
Es wurde im Pferdeserum Protokoll-Nr. 37 der BI. = 1,35076 gefunden. 
Der EiweiBgehalt des Serums wird hieraus berechnet, indem BI. des 
Serums, vermindert um den BI. des destillierten Wassers (1,33320), 
gleich dem Brechungswert ist, der sich aus den Brechungsanteilen 
der NichteiweiB- und Eiwei8kérper zusammensetzt. Es ist demnach 
1.35076 — 1,33320 = 0,00209 + 0,00187. Es 14Bt sich hieraus der 
EiweiBgehalt zu 8,27 g in 100 cem des Serums berechnen. 


Brechungsindex der Serumlésung nach dem Abzentri- 


fugieren . Sp a gO Cee eae: Sea 1.37403 
Brechungsindex der (NH4),.8O,-Lésung + destilliertes 
Wasser 1.37056 


Unterschied 0,003 47 


unter Beriicksichtigung der Verdiinnung 0,006 94 


Es entfallt daraus auf die NichteiweiBstoffe 0,001 80 


Es entfallt daraus auf das Eiwei® . 0.005 14 


Der Albumingehalt ist nun 0,005 14 : 0,001 87 2,75 g | EiweiBquotient 
Der Globulingehalt ist 8.27 — 2,75 = 5,52 g | 0,50 
{ Albumin 2,50 g | EiweiBquotient 


Nach der gravimetrischen Methode 


} Globulin 5,79 g | 0,43 
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Man wird Unterschieden im EiweiBquotienten von dieser GréBen- 
ordnung keine Bedeutung beimessen dirfen, und zwar um so weniger, 
als solche auch bei der gravimetrischen EiweiBbestimmung infolge 
geringerer oder gréBerer Verdiinnung des Serums entstehen. Die Re- 
sultate der refraktometrischen Methode miissen demnach nach unseren 
derzeitigen Kenntnissen tiber das Albumin und Globulin als vollkommen 
zutreffend erachtet werden und beweisen gleichzeitig die Richtigkeit 
jener Uberlegung und jener Versuche, die zur Ermittlung der neuen 
Konstanten gefiihrt haben. 


Zusammenfassung. 

Es wurde die refraktometrische Bestimmung der EiweiBfraktionen 
auf Grund der neuen Konstanten im Pferdeseren vorgenommen, wobei 
die Verhaltnisse, die durch das Ausfallen mit (NH,).S0O,-Lésungen 
geschaffen werden, entsprechende Beachtung gefunden haben. Die 
Resultate, die hierbei gewonnen wurden, beweisen, da® die refrakto- 
metrische Bestimmung des Eiweifgehalts nach dem Abzentrifugieren 
des Niederschlages, der bei 50° ,iger (N H,).80,-Sattigung entstanden 
ist, in der tiberstehenden Serumlésung zu brauchbaren, bei der 30- und 
40°, igen Sattigung jedoch zu unrichtigen Zahlenwerten fiihrt im 
Vergleich zu den EiweiBmengen, die sich gleichzeitig bei zwélffacher 
Serumverdiinnung gravimetrisch ermitteln lieBen. 
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Stickstoffwechsel bei einseitiger Ernihrung. 
Ill. Mitteilung: 
Stickstoffwechsel bei Végeln (Tauben) bei Entwicklung einer poly- 
neuritischen Avitaminose. 


Von 


Boris A. Lawrow und Natalie Jarussowa. 


(Aus der Abteilung fiir Allgemeine Physiologie des Ernahrungsinstituts zu 
Moskau.) 


(Eingegangen am 25. November 1931.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


In den letzten Jahren wurden eine ganze Reihe von Stoffwechsel- 
untersuchungen bei B-Avitaminose zwecks genauerer Aufklérung 
dieses Krankheitszustandes ausgefiihrt. Unter anderem konnte man 
bei Saéugetieren — Hunden — einen ziemlich bedeutenden Eiweib- 
abbau im Organismus bei befriedigender Ausnutzung der Eiweif- 
stoffe beobachten. 

Wir verweisen hier auf die Arbeiten von Duel, Harrisund Weiss (1) (1925), 
die bei Hunden bei deutlich ausgesprochenen avitaminésen Symptomen 
unter den Bedingungen des sogenannten Grundstickstoffwechsels (d. h. 16 bis 
18 Stunden nach der Fiitterung) eine N-Ausscheidung, die durchschnittlich 
0,273 g pro Stunde betrug, feststellten; nach der Genesung betrug jedoch 
die N-Ausscheidung 0,095 g; im Hungerzustande, wenn das Gewicht des 
Hundes dem bei Avitaminose gleich war, erreichte die N-Ausscheidung 
ebenfalls 0,095 g. 

Analoge Befunde erhielten auch die russischen Forscher Pjatnitzky 
und Trunin (2), in ihren Versuchen zeigten die Hunde eine von Tag zu Tag 
allmahlich steigende negative Stickstoffbilanz bei geniigender Ausnutzung 
des Nahrungs-N. 

Die gleichen Ergebnisse finden wir in einigen Arbeiten des Bickelschen 


Laboratoriums. 

Es ist jedoch bekannt, daB Hunde, die sich auf B-faktor-freier Diat 
befinden, ein kompliziertes (polymorphes) Krankheitsbild zeigen und 
kein besonders bequemes Versuchsobjekt fiir das Studium der poly- 
neuritischen Avitaminose darstellen; wir stellten daher im_hiesigen 
Institut unsere Versuche mit Végeln an, die eine klassische ,,Polyneu- 
ritis gallinarum sive columbarum*“‘ ergeben. 
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Im Jahre 1928 stellten Lawrow und Matzko (3) im hiesigen Institut 
bei Hiihnern eine negative Stickstoffbilanz und eine auberst starke 
Harnsaureausscheidung als Resultat verstarkter EiweiBumsetzung 
fest; diese Erscheinungen stellten sich bedeutend friher ein als deutlich 
ausgepragte polyneuritische Symptome. 

Wir setzten die Untersuchungen in dieser Richtung fort und ver- 
suchten in der vorliegenden Arbeit an einigen Tauben den Stickstoff- 
wechsel im Zusammenhang mit der Entwicklung der polyneuritischen 
Avitaminose zu verfolgen. 


Zwecks Sammlung der Exkremente hangten wir den Tauben kleine 
aus diinnem Gummi von uns hergestellte Gummiséckchen an. Die Rander 
derselben waren um einen aus weichen Eisendraht angefertigten ovalen 
Rahmen nach innen gebogen und mit Gummilésung an die Innenwand 
angeklebt. Dem Innenrand des Sackchens entlang wurden von vorne. 
hinten und zu beiden Seiten Gummistreifen angeklebt. die so gespannt 
waren. daB sie senkrecht zur Saéckchenwand standen. Dadurch wurde das 
AusflieBen der Exkremente tiber den Rand verhiitet, auch dann, wenn die 
Taube sich mit ihren Fii®Bchen an die Kafigwand hing und eine vertikale 
Lage einnahm. 

Die Tauben trugen eine Art Drahtkorsett, an dem das Sackchen mit 
Gummibindern, die Druckknépfe trugen, befestigt war: dadurch war 
ein bequemes Austauschen der Sackchen mdéglich. 

Um beim Sitzen der Tauben ein Zusammendriicken des Sackchens zu 
verhiiten, waren an dem Drahtkorsett, hinter den Beinen der Taube. zwei 
nach unten gehende Stangen angebracht. 

Beim Stehen und Gehen beriihrten diese Stangen den Boden nicht. 
Das Korsettchen hing an Zwirnbiindern. die sich tiber dem Schultergebiet 
und iiber dem Riicken des Vogels kreuzten, so daB die Fliigel ganz frei 
blieben. 

Die Sackchen wurden taglich, waihrend die Tauben gewogen wurden, 
entleert und vor jeder neuen Versuchsperiode (die Perioden waren von 
verschiedener Dauer, 2 bis 10 Tage) gewechselt. Am Ende der Versuchs 
periode wurden die Sackchen sorgfaltig mit warmem Wasser ausgespiilt 
und mit einem mit Li,CO,-Lésung befeuchteten Wattebausch abgerieben 
(zur Lésung der eingetrockneten Urate), dann griindlich mit Wasser 
(Die zur Reinigung der Sackchen benutzte Watte wurde mit den Exkre 
menten vereinigt, da vorherige Analysen gezeigt hatten, daB sie eine zu 
geringe Stickstoffmenge enthalt. um irgendwelchen EinfluB auf die 
N-Analysen auszutiben. ) 

Als konservierenden Stoff taten wir in die Sackchen eine kleine Meng: 
(Messerspitze) Weinsiure. In den wihrend der Versuchsperioden gs 
sammelten Exkrementen bestimmten wir den Stickstoff nach Ajveldali/. 

Die Tauben wurden gesondert in Kafigen untergebracht. deren Boden 
mit einer leicht an der Wand des Kafigs hochgewélbten Gummiplatte be 
deckt waren. Als Nahrung erhielten die Tauben 13 bis 15 ¢ bei 137° 4 Stunden 
lang autoklavisierten Buchweizen pro Tag, da wir vorher festgestellt hatten, 
daB die zum Versuch gewihlten Tauben ihr Gewicht bei dieser Buchweizen 
gabe beibehielten. Gleichzeitig erhielten die Tauben auch von Zeit zu Zeit 


Sand. 

















Stickstoffwechsel bei einseitiger Ernihrung. 
Ill. Mitteilung: 
Stickstoffwechsel bei Végeln (Tauben) bei Entwicklung einer poly- 
neuritischen Avitaminose. 


Von 


Boris A. Lawrow und Natalie Jarussowa. 


(Aus der Abteilung fiir Allgemeine Physiologie des Ernahrungsinstituts zu 
Moskau.) 


(Eingegangen am 25. November 1931.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


In den letzten Jahren wurden eine ganze Reihe von Stoffwechsel- 
untersuchungen bei B-Avitaminose zwecks genauerer Aufklarung 
dieses Krankheitszustandes ausgefiihrt. Unter anderem konnte man 
bei Saéugetieren — Hunden — einen ziemlich bedeutenden Eiweib- 
abbau im Organismus bei befriedigender Ausnutzung der Kiweib- 
stoffe beobachten. 

Wir verweisen hier auf die Arbeiten von Duel, Harrisund Weiss (1) (1925), 
die bei Hunden bei deutlich ausgesprochenen avitaminésen Symptomen 
unter den Bedingungen des sogenannten Grundstickstoffwechsels (d. h. 16 bis 
18 Stunden nach der Fiitterung) eine N-Ausscheidung, die durchschnittlich 
0,273 g pro Stunde betrug, feststellten; nach der Genesung betrug jedoch 
die N-Ausscheidung 0,095 g; im Hungerzustande, wenn das Gewicht des 
Hundes dem bei Avitaminose gleich war, erreichte die N-Ausscheidung 
ebenfalls 0,095 g. 

Analoge Befunde erhielten auch die russischen Forscher Pjatnitzky 
und Trunin (2), in ihren Versuchen zeigten die Hunde eine von Tag zu Tag 
allmaéhlich steigende negative Stickstoffbilanz bei geniigender Ausnutzung 
des Nahrungs-N. 

Die gleichen Ergebnisse finden wir in einigen Arbeiten des Bickelschen 
Laboratoriums. 

Es ist jedoch bekannt, daB Hunde, die sich auf B-faktor-freier Diit 
befinden, ein kompliziertes (polymorphes) Krankheitsbild zeigen und 
kein besonders bequemes Versuchsobjekt fiir das Studium der poly- 
neuritischen Avitaminose darstellen; wir stellten daher im _ hiesigen 
Institut unsere Versuche mit Végeln an, die eine klassische ,,Polyneu- 


ritis gallinarum sive columbarum“ ergeben. 
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Im Jahre 1928 stellten Lawrow und Matzko (3) im hiesigen Institut 
bei Hiihnern eine negative Stickstoffbilanz und eine auberst starke 
Harnséureausscheidung als Resultat verstarkter EiweiBumsetzung 
fest; diese Erscheinungen stellten sich bedeutend friiher ein als deutlich 
ausgepriagte polyneuritische Symptome. 

Wir setzten die Untersuchungen in dieser Richtung fort und ver- 
suchten in der vorliegenden Arbeit an einigen Tauben den Stickstoff- 
wechsel im Zusammenhang mit der Entwicklung der polyneuritischen 
Avitaminose zu verfolgen. 


Zwecks Sammlung der Exkremente hangten wir den Tauben kleine 
aus diinnem Gummi von uns hergestellte Gummisaéckchen an. Die Randet 
derselben waren um einen aus weichen Eisendraht angefertigten ovalen 
Rahmen nach innen gebogen und mit Gummilésung an die Innenwand 
angeklebt. Dem Innenrand des Sackchens entlang wurden von vorne, 
hinten und zu beiden Seiten Gummistreifen angeklebt, die so gespannt 
waren. da® sie senkrecht zur Saéckchenwand standen. Dadurch wurde das 
AusflieBen der Exkremente tiber den Rand verhiitet, auch dann, wenn die 
Taube sich mit ihren FiBchen an die Kafigwand hing und eine vertikal 
Lage einnahm. 

Die Tauben trugen eine Art Drahtkorsett, an dem das Sackchen mit 
Gummibandern, die Druckknépfe trugen, befestigt war; dadurch wat 
ein bequemes Austauschen der Sackchen méglich. 

Um beim Sitzen der Tauben ein Zusammendriicken des Saéckchens zu 
verhiiten. waren an dem Drahtkorsett, hinter den Beinen der Taube. zwei 
nach unten gehende Stangen angebracht. 

Beim Stehen und Gehen beriihrten diese Stangen den Boden nicht. 
Das Korsettchen hing an Zwirnbandern. die sich tiber dem Schultergebiet 
und uber dem Riicken des Vogels kreuzten, SO daB die Fligel ganz tre 
blieben. 

Die Sackchen wurden taglich. wahrend die Tauben gewogen wurden, 
entleert und vor jeder neuen Versuchsperiode (die Perioden waren von 
verschiedener Dauer, 2 bis 10 Tage) gewechselt. Am Ende der Versuchs 
periode wurden die Sackchen sorgfaltig mit warmem Wasser ausgespiilt 
und mit einem mit Li,CO,-Lésung befeuchteten Wattebausch abgerieben 
(zur Lésung der eingetrockneten Urate), dann griindlich mit Wasser. 
(Die zur Reinigung der Sackchen benutzte Watte wurde mit den Exkre 
menten vereinigt, da vorherige Analysen gezeigt hatten, daB® sie eine zu 
geringe Stickstoffmenge enthalt. um irgendwelchen Einflu®B auf die 
N-Analysen auszuiiben. ) 

Als konservierenden Stoff taten wir in die Sackchen eine kleine Meng 
(Messerspitze) Weinséure. In den wahrend der Versuchsperioden gi 
sammelten Exkrementen bestimmten wir den Stickstoff nach AK ijeldahl., 

Die Tauben wurden gesondert in Kafigen untergebracht. deren Boden 
mit einer leicht an der Wand des Kafigs hochgewélbten Gummiplatte be 
deckt waren. Als Nahrung erhielten die Tauben 13 bis 15 ¢ bei 137° 4 Stunden 
lang autoklavisierten Buchweizen pro Tag, da wir vorher festgestellt hatten, 
daB die zum Versuch gewahlten Tauben ihr Gewicht bei dieser Buchweizen 
gabe beibehielten. Gleichzeitig erhielten die Tauben auch von Zeit zu Zeit 


Sand. 
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In der ersten Zeit verzehrten die Tauben das Futter restlos, friiher 
oder spiter verloren sie jedoch ihren Appetit und lieBen einen Teil des ihnen 
verabreichten Buchweizens zurtick; diese Futterreste wurden ihnen zwangse 


weise restlos eingefuhrt. 


Kurze Zeit nach einer solchen Zwangsfiitterung 


trat bei den Végeln Erbrechen ein; die ausgebrochenen Massen wurden 
sorgfaltig gesammelt, getrocknet und aus der taglichen Futterration aus- 


geschlossen. 


Tabelle I. 


Taube Nr. 4 (autoklavisierter Buchweizen). 





Ver- Ver- 
suchs- | suchs- 
periode | dauer 


Nr. Tage 
l 10 
2 6 
3 6 
4 6 
5 6 
6 7 


Gesamter Gewichtsverlust 


Durchschnittlich pro 


Nahrungs-N 


£ 
0,257 


0),237 


0,158 
0,219 
0,239 


0,130 


Ausschei- 
dungs-N 


£ 


0,270 
0,286 


0,265 


0,251 
0,294 


0,316 


N-Verlust 


Tag 


Stickstoff- 
bilanz 
£ 


— 0,013 
— 0,049 


— 0,107 
— 0,032 
0,055 


0,186 


Tabelle II. 


Taube Nr. 10 (autoklavisierter Buchweizen; vom Versuc 
; fiitterung). 


Gewichts- 
verinde- 
rung pro 

Periode 


£ 


274— 266 
266 —257 


231—226 


226—227 


Bemerkungen 


Am 4. Tage dieser Ver- 
suchsperiode weigerte 
sieh die Taube, das 
Futter zu _ fressen, 
Zwangsfiitterung. 

Tagliches Erbrechen, 1 
bis 8g. 

Tagliches Erbrechen, 
unbedeutend. 

Tagliches Erbrechen, 4 
bis 8g. Zeitweilige 
Schwiche in d. Fiiben 
(der Vogel liegt); am 
letzten Tage verhirte- 
ter Kropf. 

Am 4.Tage Coma und 
Opisthotonus. Vordem 
Tode heftiger Opistho- 
tonus. 


37,9 % 


2,80 ¢ 


thsbeginn an Zwangs- 





Ver- Ver- 
suchs-  suchs- 
periode dauer 


Nr. Tage 
1 10 

2 6 
3 6 

4 6 

a) 5 


Gesamter Gewichtsverlust 
Stickstoffverlust 


Nahrungs-S 


. 


Durchschnittlich pro Tag 


£ 


0,263 
0,159 


0.158 
0,170 
0,134 


Ausschei- 
dungs-N 


£g 


0,320 
0,220 


0,217 
0,225 


0,279 


Stickstoff- 
bilanz 
£ 


~- 0,057 
— 0.061 


— 0,059 
— 0,055 


— 0,145 


Gewichts- 
verinde- 
rung pro 
Periode 

£ 

311—278 

278—253 

253—238 

238— 227 


227—119 


Bemerkungen 


Am 9%. Tage Erbrechen. 

Tigliches Erbrechen, 5 
bis 8 g. 

Tagliches Erbrechen, 
bis 8 g. 

Tagliches Erbrechen, 
bis 8g 


Tagliches Erbrechen, 4 
bis 7g. Vom 3. Tage 
an Opisthotonus und 
klonische Krampfe. 

36°. 

2.34¢ 
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Tabelle III. 


Taube Nr. 5 (autoklavisierter Buchweizen). 





Durchsehnittlich pro Tag Gewichts- 








: - ba veriinde- 
suchs- | suchs-) , sschei- Stickstoff- rung pro ninnilieninain 
periode , dauer | Nahrungs-N pment ——, "Pontede pone 

Nr. Tage g g rig £ 

1 10 (0,292 0,280 + 0,912 279—280 

2 6 0,290 0,305 0.015 280—274 Am3. Tage weigerte sich 
die Taube, das Futter 
zu fressen. Zwangs- 
fiitterung. Vom4. Tage 
an Erbrechen 

3 6 0,222 0.340 0.118 274—263 Vom 3. Tage an bestin- 
diges Erbrechen, 6 
bis 7g 

4 4 0,223 0,308 0.085 263—259 Tuagliches Erbrechen, 2 
bis & g. 

5 6 0,185 0,266 — 0,081 259—246 Fast taglich. Erbrechen, 
5 bis 14g. Der Vogel 
liegt ; warf den Schopf 
auf, 37°. 

6 Hl), 0,124 0,229 0.105 246—230 Amersten Tage Opistho 

- tonus und Krampfe, 
am letzten Tage Coma 
Gesamter Gewichtsverlust ..... . . . 17,6°%, 
Stickstoffverlust ........ 2,08¢ 
Tabelle IV. 
Taube Nr. 1 (autoklavisierter Buchweizen). 
. - Durehschnittlich pro Tag Gewichts- 
_ = “—. _ I veriinde- 
sucns- sucnhs- ' , Ausschei- Stickstoff- Pi 4 - “ 
periode dauer  Nahrungs-N pms —— gs Bemerkungen 

Nr Tage g g g 4 

1 2 0,292 0,352 — 0,060 316—309 

2 2 0.292 0,289 +0093 309—309 

3 4 0.292 0,293 0.001 3809—306 

4 2 0,292 0,390 — 0,008 396—306 

5 2 0,292 0,274 + 0.018 306—304 

6 2 0,292 0311 — 0,019 | 304—303 Der Vogel weigerte sich, 
das Futter zu fressen 

a ; Zwangsfiitterung 

7 2 0,290 0.313 0,023 303—301 Unbedeutendes Er- 
brechen (0,2 g). 

8 2 0,281 0,298 — 0,017 301—302 Unbedeutendes Er 

9 2 0.267 0.301 0,084 302—301 brechen 

10 2 0,234 0.285 —_ 0.051 301 298 Erbrechen 1,5 bis 2g 

11 2 0.154 0,270 0.116 298—298 . 4 bis 7¢ 

12 2 0,189 0,277 —- 0,088 | 298—284 ‘“ 5 , 72 

13 2 0,120 0,267 — (0,147 284—277 is > , 98 

14 2 0,182 0,303 -0,121 277—266 J . 3s 
Schwiche in d. Fiiben 

; Der Vogel liegt. 

15 3 0,116 0,317 —- 0,201 266 257 Krimpfe 

Gesamter Gewichtsverlust ...... . . 18.7% 


Stickstoffverlust ........ I1,93¢ 
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Die oben erwahnte Diat rief bei vier Tauben (Nr. 4, 10, 5und 1) 
einen avitaminésen Zustand hervor. Alle vier Végel wiesen typische 
Symptome einer zunehmenden polyneuritischen Avitaminose auf: be- 
stindige Gewichtsabnahme, FreBunlust, Erbrechen, haufige Kropf- 
verstopfung, einige Tage vor dem Tode Koatraktur der Halsmuskeln, 
Schwache der FiBe, zuweilen Spannung der Extremitaten. 

Aus den Tabellen I bis IV ist zu ersehen, daB die N-Ausscheidung 
(bei Umrechnung auf 1 Tag) bei den avitaminésen Végeln wahrend 
des Krankheitsverlaufes in keinem Zusammenhang mit der Menge 
des aufgenommenen Futters steht; wahrend die Menge des taglichen 
Nahrungs-N groBben Schwankungen unterliegt und im allgemeinen zu 
Versuchsende fallt, verlauft die N-Ausscheidung nicht parallel diesen 
Schwankungen und behalt entweder eine mehr oder weniger gleiche 
Héhe oder verstirkt sich in den letzten Versuchsperioden. Daraus 
kénnten wir den SchluB ziehen, daB der Organismus bei Avitaminose 
die Fahigkeit verliert, das Gleichgewicht der Stickstoffbilanz aufrecht- 
zuerhalten und die Stickstoffverbindungen in Abhaingigkeit von der 
N-Einnahme abzubauen. 

Um dieses Verhalten des Stickstoffswechsels bei Avitaminose 
deutlicher hervorzuheben, stellten wir Versuche an normalen Tauben 
an, die nicht autoklavisierten Buchweizen in den von den avitaminésen 
Végeln verzehrten Mengen erhielten. Wir wollen hier die Versuche 
mit den Tauben Nr. 8 — der Taube Nr. 1 entsprechend — und Nr. 13 
der Taube Nr. 5 entsprechend anfiihren. Abb. 1 und 2 zeigen, dab 
die Kurve der N-Ausscheidung der Taube Nr. 1 der Abszissenachse 
fast parallel verlaiuft, walirend bei der Taube Nr. 8 (normales Futter) 
der Nahrungs-N einen deutlich ausgepragten EinfluB auf die Kurve 
der N-Ausscheidung ausiibt. 

Tabelle V. 


Taube Nr. 8 (gew6éhnlicher Buchweizen). 





Durehschnittlich pro Tag 


Versuchs- Versuchs- Gewichts 
periode dauer : Aus- Stickstoff- veriinderunge! 
Nahrungs-N scheidungs-N bilanz 
Nr. Tage g g £g g 
1 10 0.291 0,299 0,008 302—293 
P 6 0.291 0.286 0,005 293— 258 
3 2 0,266 0,247 L 0,019 288—290 
4—-5 4 0,194 0,214 0,020 290—279 
6 2 0,188 0,184 + 0.004 279-278 
7 2 0.119 0,180 0.060 278—266 
8 2 0,181 0,197 0,016 266—268 
7) 2 0,283 0,262 t (O24 268—-272 
10 2 0.973 0.193 0,120 272— 260 
Gesamter Gewichtsverlust ........ 13,9% 


- Stickstoffverlust Owen s” Saiize 
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Aus den Abb. 1 und 2 und den Tabellen IV und V ist zu ersehen, 
daB sich bei der Taube Nr. 8 (nicht autoklavisierter Buchweizen) im 
Gegensatz zur Taube Nr. 1 (autoklavisierter Buchweizen) die N-Aus- 
scheidungen in Abhangigkeit von dem Nahrungs-N wahrend des Ver- 
suchsprozesses verindern. Die Taube Nr. 1 zeigte jedoch in den ver- 
schiedenen Versuchsperioden nur unbedeutende Schwankungen ihrer 
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Abb. 1. 
faube Nr. 1 Pfeil 1: Versuchsanfang. Pfeil 2: Anfang der Zwangsfiitt 
Pfeil 3: Schwiche *feil4: Opistotonus 


N-Ausscheidung (durchschnittlich betrug dieselbe pro Tag 0.3 g, falls 
die ersten beiden Versuchstage nicht in Betracht gezogen werden: 
die Abweichung von dieser MittelgréBe betrug somit durchschnittlich 
1,5°,), obwohl ihr Nahrungs-N-Gehalt die ganze Zeit iiber fiel. Auf 
den Abbildungen fallt auch demonstrativ der verschiedene Charaktei 
der N-Bilanzen dieser Tauben auf. 


Wir verzichten hier auf die Wiedergabe der Kurven fiir die Taulx 
Nr. 13, da leider wegen der langen Dauer der einzelnen Versuchsperioden 
bei dieser Taube die Wirkung der Schwankungen des Nahrungs-N auf dic 
N-Ausscheidung maskiert war. 
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Um uns noch genauer davon zu iiberzeugen, daB im Organismus 
der avitaminésen Tauben der Abbau von N-Substanzen bedeutend 
intensiver vor sich geht als bei normal, d.h. mit gewéhnlichem Buch- 
weizen gefiitterten Tieren (bei ungefahr gleicher Menge Nahrungs-N), 
suchten wir den gesamten Stickstoffgehalt jeder Taube beim Versuchs- 
beginn zu bestimmen!. 
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Abb. 2. 
Taube Nr. 8. Pfeil 1: Versuchsanfang. 


Zu diesem Zwecke bestimmten wir den Stickstoffgehalt der Leichen 
unserer Versuchstauben nach Kjeldahl (von den Leichen wurden vorher 
alle Horngebilde entfernt, an den FiiBen die Krallen, der Schnabel. die 
Federn, welche zwar eine bedeutende Stickstoffmenge enthalten, aber 
keinen Anteil am Stickstoffwechsel wahrend des Versuchs haben konnten). 
Die Versuchsergebnisse sind in der Tabelle VII gegeben. 


' Die Berechnung ist sehr einfach: ist X die N-Menge des Kérpers 
vor dem Experiment, a die N-Einnahme, } die N-Ausscheidung wihrend 
des ganzen Versuchs, ¢ der N-Gehalt der Leiche, so folgt YX + a b=. 
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Aus der Tabelle VII ist zu ersehen, daB die Taube Nr. 8, die mit 
gewObnlichem Buchweizen gefiittert wurde, wahrend des Versuchs 
dieselbe Stickstoffmenge erhielt wie die avitaminése Taube Nr. 1, 
welche autoklavisierten Buchweizen bekam; in der zweiten Versuchs- 
halfte, in den letzten 16 Tagen, verabreichten wir der Taube Nr. 8 
taglich die gleiche Menge gewéhnlichen Buchweizens, die am vorher- 
gehenden Tage von der Taube Nr. 1 verzehrt wurde. Die Versuchs- 
dauer war fast gleich. Doch war der Stickstoffverlust des Kérpers 
wihrend des Versuchs bei beiden Tauben duBerst verschieden, 2: 


—— ro 
gegen 5%. 


Die Tabelle VII zeigt auch, da®B das zweite Taubenpaar, Nr. 5 und 13, 
deren Stickstoffwechsel wir verglichen, analoge Resultate ergaben. Lassen 
wir die ersten beiden Versuchstage bei der Taube Nr. 5 fort und machen 
somit die Versuchsdauer in beiden Fallen gleich, so stellen wir fest, daB 
die N-Einnahme der Taube Nr. 5 8,105 q betragt, die N-Ausscheidung 
10,2109, die Stickstoffbilanz waihrend der Versuchsfrist 2,107 q. Der Ver- 
gleich dieser Zahlen mit den entsprechenden Befunden an der Taube Nr. 13 
zeigt, da bet der gleichen Nahrungs-N-Menge (8,103 gegen 8,065 q) ein 
starker Unterschied im Stickstoffverlust beider Tauben wahrend der 35*/, Ver 


suchstage stattfindet : — 2,107 g¢ bei der avitaminésen Taube und — 0,905 g beim 
Kontrolltier, was 26 bzw. 12,3°, des Ausgangsstickstoffgehalts des K6rpers 
ausmacht. Diese Differenz des N-Verlustes ist geniigend groB, wenn auch 


verhaltnismaBig geringer als beim vorhergehenden Taubenpaar. Die an 
gefiihrten Befunde scheinen die Folgerung zu gestatten, da®B die bei 
Avitaminose beobachteten starken negativen Stickstoffbilanzen kein 
allgemeines Hungerresultat darstellen, da die Kontrolltauben, die ge 
wohnlichen Buchweizen in etwa gleicher Menge bekamen und _ folglich 
in demselben Grade ,,hungerten*’, doch einen bedeutend  geringeren 
Stickstoffverlust ergaben. 


Ferner besaBen wir noch zwei avitaminése Tauben, die einen sehr 


groBen Stickstoffverlust zeigten. So verlor die Taube Nr. 10 30°. ihres 
anfanglichen Stickstoffgehalts, die zweite Taube Nr. 4, welche 8 Tage 
langer iam Versuch war, verlor 37°,. Wenn wir jedoch zur Ausgleichung 


der Versuchsdauer bei der Taube Nr. 4 den Anfangszustand 8 Tage spite 
berechnen, so ist die N-Einnahme bei beiden Tauben fast gleich, 6,58 und 
6,22 g. die N-Ausgabe betrigt bei den entsprechenden Végeln 9,25 und 
8.56 g, der N-Verlust 35,9 und 30,1 ° 

Dieselbe Tabelle zeigt, daB der N-Verlust der avitaminésen Tauben 
einen verschiedenartigen, individuellen Charakter tragt: von unseren vie) 
avitaminésen Tauben besaBen zwei (Nr. 1 und 10) ein und dasselbe Anfangs 
gewicht, 316 und 311g, der Anfangs-N-Gehalt des Korpers betrug be 
diesen Végeln entsprechend 8,33 und 7,77 g. die Taube Nr. | verlor jedoch 
23.8°., ihres Stickstoffgehalts. die Taube Nr. 10 30°... Die beiden anderen 
Vogel (Nr. 5 und 4) besaBen gleichfalls ein gleiches Gewicht, 279 und 274 g. 
der N-Gehalt thres Koérpers betrug anfanglich 7,86 und 7.55 g, der N-Verlust 


o 


jedoch 26,5 und 37 


Wir versuchten auch den Stickstoffwechsel bei unseren avitaminésen 
und normalen Tauben auf einem anderen Wege zu vergleichen. Ist 
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uns der Stickstoffgehalt des Kérpers der Taube zu Anfang 
des Versuchs bekannt, so kénnen wir den tdaglichen N-Verlust (oder 
N-Ansatz) in Prozenten der urspriinglichen N-Menge des Kérpers 
berechnen. 


Aus der Tabelle VIII ist zu ersehen, da bei der Taube Nr. 8 (normal), 
die verschiedene Nahrungsmengen in verschiedenen Versuchsperioden 
erhielt (entsprechend der avitaminésen Taube Nr. 1), der Prozentsatz 
des N-Verlustes und des N-Ansatzes wahrend der Versuchstfrist ungleich 
maBigen Schwankungen ausgesetzt ist, wobei der starkste N-Verlust in 
dem Falle eintritt, wenn die Taube die allerkleinste Futtermenge erhalt. 
Um genauere Vergleichung zu erméglichen, ordneten wir in dieser Tabelle 
die die Taube Nr. 1 betreffenden Befunde so an, daB die Dauer ihrer Ver 
suchsperioden denen der Taube Nr. 8 entsprechen. Ferner berechneten 
wir die Durchschnittsmenge des von den Tauben taglich wahrend eine 
bestimmten Periode verzehrten Futters. Selbstredend war die tagliche 
Futtermenge fiir beide Tauben in den entsprechenden Versuchsperioden 
gleich, da wir, wie schon erwahnt, der Taube Nr. 8 soviel Buchweizen 
gaben, wie die avitaminése Taube Nr. | mit Berechnung der ausgebroche 
nen Futtermasse verzehrte. 


Somit zeigt die Tabelle VIJJ, daB bei ein und derseiben Futter- 
menge (in jeder entsprechenden Versuchsperiode) und bei gleicher 
Dauer dieser Versuchsperioden der N-Verlust bei beiden Tauben einen 
héchst verschiedenen Charakter tragt: im Gegensatz zur normalen 


Tabelle VIII. 


Vergleichung der Taube Nr. 1 mit der Taube Nr. &. 





Durchschnittlicher 


N-Verlust in °/, Durchschnittlicher 


Gewichtsverlust 


Durchschnittliche 
Futtermenge 


Perioden Tage pro Tag de ——— pro Tag 
g des Korpers 
Taube Nr.8 (normal). Anfanglicher Stickstoffgehalt 7,860 ¢ 

1 10 15 0,09 0,30 

2 6 15 0.06 0.28 

3 2 13,7 + 0.24 L ().33 

+ 4 9,99 0,25 0.91 

5 2 9.69 + 0,05 0,16 

6 2 6,14 — 0,77 1,98 

7 2 9,33 0,21 + 0,33 
8—9 4 9.16 0.63 0.66 
Taube Nr. 1 (avitaminés). Anfanglicher Stickstoffgehalt 8,333 g. 
1—5 12 15 — 0,10 0,34 
6—8 6 14,76 0,23 0,10 
9 2 13,7 0,40 0.47 
10—11 4 10,08 0,95 1,11 
12 2 9.69 1,00 1.10 
13 2 6,14 1,7 1,74 
14 2 9,33 1,45 1.11 
15 3 9.61 1.6 0.21 
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Taube steigt der Prozentsatz des N-Verlustes (durchschnittlich pro Tag) 
bei der avitaminésen Taube wahrend des avitaminésen Prozesses und 
erreicht in den letzten Perioden eine ganz bedeutende GréBe. AuBerdem 
muB noch bemerkt werden, daB bei beiden Tauben der gr6éBte N-Verlust 
mit der Periode der geringsten Futtermenge zusammenfallt [13. Periode 
(Nr. 1) und 6. Periode (Nr. 8) 6,14g Buchweizen, N-Verlust 1,7 bzw. 
0,77°%, pro Tag]; in der folgenden Periode rief jedoch die Futter- 
zunahme bei der Taube Nr. 8 einen geringeren N-Verlust hervor (von 
0,77 auf 0,21°,), wahrend bei der Taube Nr. 1 diese Verringerung nur 
unbedeutend war (anstatt 1,7 1,45°,). 

Die Vergleichung der angefiihrten Befunde ergibt, dab der bei 
den avitaminédsen Tauben zunehmende N-Verlust nicht durch den 
EinfluB der bei Avitaminose sich einstellenden Unterernahrung bedingt 
ist; die normale Taube verwertet ihre EiweiBvorrate in einer ganz 
anderen Weise. 

Analog verliefen auch die N-Ausscheidungen bei den Tauben Nr. 13 
(gew6hnlicher Buchweizen) und Nr. 5 (autoklavisierter Buchweizen), und 
zwar ebenso unter Bedingungen der ungefahr gleichen Nahrungsaufnahme 
(Tabelle IX). 

Tabelle IX. 
Vergleich der Tauben Nr. 5 und Nr. 13. 





Durchschnittliche Se Durehsehnittlicher 
Futtermenge a 0 Gewichtsverlust 


Perioden Tage pro Tag + pro Tag 
g des Koérpers 0/5 
Taube Nr. 13 (normal). Anfangs-Stickstoffgehalt 7,351 g. 
1 8 15 — 0,32 — 0,82 
2 6 15 0,22 — 0,06 
3 6 12,5 0,19 — 0,66 
4° 4 11,4 + 0,22 + 0,09 
5 6 9,5 0,68 0.54 
6 5,5 7,7 — 0,76 — 0,72 
Taube Nr. 5 (avitaminés). Anfangs-Stickstoffgehalt — 7,856. 
1 10 15 + 0,15 + 0,04 
2 6 14,9 — 0,19 — 0,36 
g 6 11,4 — 1,51 0,66 
4 4 11,4 — 1,07 — 0,36 
5 6 9.5 — 1,03 - 0,78 
6 5,5 5,1* — 1,34 — 1,04 


* Es wurden 7,7 g verabreicht, nach AusschluB des Kropfgehaltes (post mortem) betrug 
die tatsiichliche Futtermenge fiir die Versuchsperiode 5,1 g. 


Ferner war es auch von Interesse, die Verinderungen des N-Ge- 
haltes im Kérper der avitaminésen, wie auch normalen (Kontroll-) 
Tauben, die sich alle bei gleichen Bedingungen einer kalorischen Unter- 
ernihrung befanden, zu verfolgen. 
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Tabe lle x ° 


Prozentsatz des N-Gehalts des Kérpers der Tauben. 





Beim Versuchs- Zum Versuchs 


Tauben beginn ende 
Nr. 1 (avitamindés) . 2,64 2,49 
S (nurmal) ... 2,61 2,87 
» 5D (avitaminds) 2.82 2,51 
13 (normal). 2.64 2.80 


Tabelle X zeigt, daB der N-Gehalt des Kérpers der avitaminésen 
Tauben zum Versuchsende abnimmt; bei den normalen jedoch nimmt 
er unter den gleichen Bedingungen einer kalorischen Untererndhrung zu. 
Dieser Umstand weist unserer Meinung nach darauf hin, dab bei 
Avitaminose ein Zerfall der N-haltigen und N-freien Stoffe vor sich 
geht, bei den normalen Tauben aber unterliegen hauptsdchlich die 
stickstofffreien Stoffe dem Abbau. 


Zusammenfassung, 

Zwecks Untersuchung der Stickstoffbilanz bei Avitaminose im 
Verhaltnis zum normalen Zustande wurden Versuche an sechs Tauben 
angestellt, von denen vier (Nr. 1, 5, 4, 10) auteklavisierten (4 Stunden 
bei 137°) Buchweizen erhielten; zwei Tauben (Nr. 8 und 13) bekamen 
gewohnlichen Buchweizen, aber in Mengen, die dem avitamindsen 
Futter der Tauben Nr. 1 bzw. Nr. 5 entsprachen. Falls sich die Tauben 
weigerten, das Futter zu verzebren, wurde es ihnen zwangsweise verab- 
reicht. 

Zur Exkrementensammlung dienten an einem Drahtkorsettchen 
befestigte Gummiséckchen. Harn und Kot wurden nicht voneinander 
getrennt. Im Futter, in den nach Perioden gesammelten Exkrementen 
und den ausgebrochenen Futtermengen bestimmten wir den Stickstoff- 
gehalt nach Kjeldahl. Nach Versuchsbeendigung wurden von den 
Leichen die Federn und alle anderen Horngebilde entfernt und der 
N-Gehalt der Leichen nach Kjeldahl bestimmt. Dadurch wurde die 
in den Versuchsvégeln zuriickgebliebene Stickstoffmenge festgestellt. 
Falls diese Menge, die N-Einnahme und N-Ausscheidung wahrend der 
Versuchsdauer bekannt waren, konnten wir den Stickstoffgehalt jeder 
Taube zum Versuchsbeginn berechnen. 


Wir erhielten folgende Resultate: 


Alle avitaminésen Tauben zeigten zum Versuchsende bedeutende 
negative Stickstoffbilanzen. Die N-Verlustmengen stehen jedoch in 
keinerlei Zusammenhang mit dem wahrend des Versuchs sich ein- 
stellenden ,,Hungern® (Unterernahrung), da die Tauben, die normales 
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Futter bekamen, unter denselben Bedingungen einer kalorischen Unter- 
ernaihrung geringere Stickstoffverluste zeigten. 

AuBerdem vergréBerte sich der Stickstoffverlust (im Verhaltnis 
zur urspringlichen N-Menge) bei den avitaminésen Tauben wahrend 
der Entwicklung der Avitaminose regelmaBig und bedeutend, wahrend 
der N-Verlust der Kontrolltiere bei derselben Menge des normalen 
Futters unregelmaBig und relativ gering war und in einigen Versuchs- 
perioden sogar N-Retention gefunden wurde. 

Der Stickstoffgehalt des von den Federn und den anderen Horn- 
gebilden befreiten Kérpers verringerte sich zum Versuchsende bei 
den avitaminésen Tauben, vergréBerte sich jedoch bei den Kontroll- 
tieren. 

Daraus kénnen wir schlieBen, daB im Organismus der avitaminésen 
Tauben ein verstarkter Abbau der stickstoffhaltigen Stoffe vor sich geht. 

Wir gestatten uns hier, Herrn Professor Dr. M. N. Schaternikoff, 
unserem Lehrer, tiefen Dank fiir sein Interesse fiir unsere Arbeit und fir 
seine freundliche Hilfe auszudriicken. 
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Uber die Farbreaktion des Alloxans mit Aminosiuren 
und Eiweibkérpern. 


Von 
Fritz Lieben und Emanuel Edel. 


(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitat Wien.) 


(Eingegangen am 27. November 1931.) 


Seitdem Strecker! seine ,,Notiz iiber eine eigentiimliche Oxydation 
durch Alloxan‘: ver6ffentlicht hat, in der die Farbreaktion zwischen 
Alloxan und den Aminosaéuren Glykokoll, Alanin und Leucin chemisch 
gedeutet wird (Bildung des um ein C armeren Aldehyds aus der Amino- 
siure), sind tiber dieses interessante Thema relativ wenig Mitteilungen 
erschienen. 

Piloty? untersuchte die Umsetzungen des Alloxans, unter anderem die 
mit Glykokoll, wobei ein Glykokollsalz der Purpursaéure (Cy Hy NgOx) 
isoliert wird. Hurtley und Wootton®, die die genannte Reaktion weiter 
erforschen, bestreiten die Einheitlichkeit des erwahnten Reaktionsproduktes ; 
sie beobachten die Entstehung von Formaldehyd. Die englischen Autoren 
dehnen ihre (nicht genauer beschriebenen) Versuche auch auf Tyrosin, 
Tryptophan, Cystin und Glucosamin aus; sie konstatieren starke Farb 
reaktionen, tiberdies ..blumigen Geruch* beim Tyrosin; auch Witte-Pepton 
und Gelatine geben eine schwache Reaktion beim Erwiarmen mit Alloxan, 
nicht aber Casein. Wieland und Bergel* konstatieren die Rolle des Alloxans 
als Wasserstoffakzeptor bei der Streckerschen Reaktion, die durch Pd 
schwarz, den typischen Katalysator der Dehydrierung, stark beschleunigt 
wird. Neuerdings beschaftigen sich Labes und Freisburger® vorwiegend in 
pharmakologischer Richtung mit dem vorliegenden Thema. Sie verfolgen 
unter anderem den Zerfall des Alloxans mit Hilfe der Reaktion mit H,.S, 
indem sie Starke und Schnelligkeit der Schwefeltriibung abschatzen; es 
wird ferner die Reaktion mit Thiolverbindungen (Cystein), deren besondere 
Affinitat zum Alloxan hervorgehoben wird, naiher beschrieben und dir 
Bildung murexidihnlicher Produkte aus Alloxan im Tierkérper nachgewiesen. 


' Adolf Strecker, Liebigs Ann. 123, 363, 1862. 

2 O. Pilotyu. K. Finckh, ebendaselbst 333, 22, 1904, s. besonders 8. 68. 

3 W.K. Hurtley u. W.O. Wootton, J. of the Chem. Soc. 99a, 288, 1911 

1 H. Wieland u. F. Bergel. Liebigs Ann. 489, 196, 1924, s. besonders 
S. 204f. 

5 R. Labes u. H. Freisburger, Arch. f. Pharm. u. Pathol. 156, 226, 1930. 
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Wir sehen also, daB die rote Farbreaktion des Alloxans mit Amino- 
sauren und EiweiBkérpern eintritt, wobei der SH-Gruppe noch irgend- 
wie eine besondere Rolle zukommt. Es ist naheliegend, weiter zu fragen: 
ist die Affinitat des Alloxans, gemessen an der Farbreaktion, die gleiche 
fiir alle Aminosauren oder bestehen Unterschiede ? Weiters: beschrankt 
sich die Farbreaktion auf Aminosdéuren oder geben sie noch andere 
Stoffe mit einer NH,-Gruppe? SchlieBlich: welche Gruppe ist fiir 
die Farbreaktion der EiweiBkérper maBgebend? Die vorliegende 
Arbeit versucht, diese Fragen zu beantworten. 


I. 

Schon die ersten Versuche zeigten, dais die in Frage stehende 
rosarote Farbreaktion wenig empfindlich ist. Bei der Reaktion mit 
Glykokoll, das, wie wir sehen werden, unter den Aminoséuren eine 
besonders starke Farbe gibt, miissen in der Eprouvette mindestens 
5 mg Alloxan anwesend sein, um tiberhaupt eine Reaktion wahrnehmen 
zu lassen. Um deutliche, vergleichbare Farben zu erhalten, wurden 
in einigen Versuchen 0,08 bis 0,1 g in fester Form in die Aminosaéure- 
lésung eingetragen. Mit dem in der Folge verwendeten reinen Alloxan 
(Roche) stellten wir Lésungen von 2 bis 2,5°, her und verwendeten 
5cem fiir jede Probe. Die Farben, die meist schon in der Kalte auf- 
treten, werden beim Erwairmen im Warmeschrank auf etwa 75° durch 
10 Minuten verstiérkt. Vor dem Erwairmen mu die Aminosiure- 
Alloxanprobe gegen Lackmus neutral gestellt werden. 

Alloxan selbst reagiert schwach sauer, wird aber durch Beritihruny 
mit Alkalien in die starke Alloxansaiure umgewandelt (vgl. Labes und 
Freisburger, |.c.). durch Erwarmen mit Sauren wird es bekanntlich zersetzt. 


Ist die Farbe einmal gebildet, so halt sie sich auch bei nachtrag- 
lichem Alkalizusatz, wahrend Saéurezusatz sie zerstért. Allerdings 
miissen auch die neutral angesetzten Farben gleich nach dem Erhitzen 
verglichen werden, denn dieselben verblassen bereits nach etwa 10 Mi- 
nuten bedeutend. Bei den folgenden Versuchen wurden die Amino- 
séuren (Priparate von Merck oder Hoffmann-La Roche) in iquivalenten, 
und zwar m/500 Lésungen verwendet, also 0,150°,, Glykokoll, 0,330°,, 
Phenylalanin, 0,480°, Cystin usw., z. B. 5cem 2° ig. Alloxan (0,10 g) 
+ 10cem 0,266 °,ig. Asparaginséure ; nach Neutralisieren gegen Lackmus 
ist das Volumen 17 ccm: die iibrigen Proben werden auf dasselbe 
Volumen gebracht, dann 10 Minuten im Warmeschrank auf 75° erhitzt. 

Mit in dieser Art angesetzten, entsprechend variierten Proben 
wurde zunachst untersucht, ob eine Proportionalitét der Farbstarke 
zur Alloxanmenge einerseits, zur verwendeten Aminosiuremenge 


andererseits zu erzielen ware. Dies war nicht der Fall. Mit steigenden 
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Alloxanmengen sowohl, wie mit zunehmender Aminosdiuremenge 
stiegen zwar die Farben an, doch war in keiner der angesetzten Serien 
die Proportionalitat durchlaufend gewahrt. Die vorhin erwahnte 
geringe Empfindlichkeit der Reaktion macht es auch unmdglich, zu 
einem fiir den quantitativen Vergleich etwa giinstigeren, niedrigen 
Konzentrationsbereich! der zu untersuchenden Substanz tiberzugehen. 
Kine Bestimmungsmethode fiir Alloxan lieB sich so nicht gewinnen. 
Es lag wohl vor allem an dem bei verschiedenen Konzentrationen in 
der gleichen Zeitspanne ganz ungleichmdpig erfolgenden Abblassen 
der Proben. 

Diese UngleichmaBigkeiten machten nun bedeutende Schwierig- 
keiten bei der Frage nach der Abstufung der Farbreaktion des Alloxans 
bei den einzelnen Aminoséuren. Es bedurfte einer sehr groBen Versuchs- 
zahl (namentlich bei den nahe beieinanderliegenden Farbstirken), 
um die folgende Reihenfolge, nach abnehmender Intensitait geordnet, 
festzustellen: Cystein etwa gleich Histidin, Glykokoll, Glutaminséure, 
Tryptophan, Phenylalanin, Arginin, Asparaginsiure, Tyrosin, Leucin, 
Serin, Alanin, Valin, Lysin; Prolin gibt keine Farbe. 

Die einzelnen Proben wurden, wie oben angegeben, angesetzt ;: 
nach Zusatz des Alloxans (entweder 5ecm 2° ig. Lésung oder 0,1 g 
in fester Form) wurde neutralisiert, auf das gleiche Volumen aufgefiillt 
und 10 Minuten erhitzt. Dann wurde mit freiem Auge oder kolori- 
metrisch verglichen. Die mit dem Kolorimeter erhaltenen Werte 
zeigten aber groBe Schwankungen, und die obige qualitative Reihe 
kann nur mit Vorbehalt wiedergegeben werden. Es konnte auch dadurch 
nicht gréBere Sicherheit erzielt werden, daB die einzelnen Proben mit 
verschiedenen Wassermengen bis zum Verschwinden der Farbe verdiinnt 
wurden. Dagegen steht es absolut fest, daf Cystein, Histidin und 
Glykokoll die stdrkste, Alanin, Valin und Lysin die schwéchste Farb- 
reaktion hervorrufen. Prolin, das ja keine Aminosiure ist, gibt er- 
wartungsgemaB keine Reaktion. Simtliche Proben haben denselben 
rosaroten Farbton. Demgegeniiber fallt Cystin mit einer deutlich 
mehr fleischfarben-roten Farbnuance heraus und kann mit obiger Serie 
nicht verglichen werden; auch verschwindet die Reaktion beim Er- 
hitzen der Probe im siedenden Wasserbad unter Zuriicklassung eines 
gelblichen Farbtones. 

I. 

Im AnschluB an die Versuche mit Aminoséuren wurden einige 
weitere Stoffe (mit der NH,- bzw. Aminogruppe) auf ihre Verhalten 
gegen Alloxan gepriift. Wahrend neutralisiertes Ammoniak (etwa_ in 
der Konzentration, wie es sich aus Glykokoll 0,15°, bilden kénnte) 


1 Vel. F. Liehe ym ue H. Poppe c diese Ze itsehr. 173. $55. 1026. 
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nur eine sehr schwache, beim Erwairmen verschwindende Reaktion 
ergibt, erzeugt Schwefelammonium unter Schwefelabscheidung eine 
deutliche Farbreaktion (siehe Labes und Freisburger, |. c. S. 233), von 
der noch die Rede sein wird. 

Es wurden ferner folgende Substanzen qualitativ untersucht: die 
Proben wurden neutralisiert. 





Name Reaktion Name Reaktion 
Glvkokollester-HC] . . . 4+. Glucosamin 
Alanyl-glycin ..... { Asparagin . oar 
Alanylalanin. . . — Colamin-HCl. . . ; — 
Glycinanhydrid. . . . . Methylamin-H Cl 
no scene, ee Tyramin ea 
eee pd % Benzidin-HC] . . - 
Hippursfure...... Sulfanilsaure 
ES 6 og la ae — Anthranilsaure 
Guanidin ..... : Taurin 
Kreatin . Shieh 





Die negativen Versuche fiir Sarkosin, Betain und Hippursiure 
(ferner Glycinanhydrid) zeigen, daB die freie NH,-Gruppe fiir die 
Reaktion mit Alloxan unentbehrlich ist; nicht unbedingt nétig ist die 
free COOH-Gruppe, denn Glykokollester gibt bei neutraler Reaktion 
(also ohne Méglichkeit einer Verseifung) eine Farbe ; allerdings bedeutend 
schwacher als Glykokoll. Die. Dipeptide gehen eine schwdchere Farb- 
reaktion als Alanin. Die biogenen Amine (Methylamin, Colamin, Tyramin) 
bleiben mit Alloxan farblos. Das Siureamid Asparagin reagiert, wie 
zu erwarten, positiv, ebenso Glucosamin (vgl. Hurtley und Wootton, |. c.). 
Die Aminogruppe am Benzolkern liefert keine Farbreaktion (Benzidin, 
Anthranilsiure, Sulfanilsiure, auch die SO,H scheint bedeutungslos). 

Wir sehen zusammenfassend, daB eine freie NH,-Gruppe fiir den 
positiven Ausfall der Reaktion wohl Vorbedingung, aber nicht die einzige 
Bedingung ist. Eine Regel fiir den positiven oder negativen Ausfall 
kénnen wir auf Grund des vorhandenen Materials nicht aufstelien. 


Ll. 

Die oben (in II.) erwahnten Versuche mit (NH,).8 wurden in 
der Absicht unternommen, eine Bestimmungsmethode fiir Alloxan aus- 
zuarbeiten. Es ergab sich jedoch auch hier mit steigenden Alloxan- 
mengen wohl eine Zunahme der Farbstirke, jedoch keine Propor- 


tionalitat. 

Nun zeigt sich aber, daB bei Zufiigen steigender Mengen (NH,).8 
zu einer bestimmten Menge Alloxan die rote Farbe, die sich nach Ab- 
filtrieren der Schwefelabscheidung klar erhalten laBt, durch ein Maximum 
gelit bzw. von einem bestimmten (NH,),S-Zusatz an wieder abnimmt. 
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(Die Erscheinung und ihr chemischer Mechanismus wird auch von 
Labes und Freisburger, |. ¢., erértert.) 

Wir beobachteten nun, daB dieses Maximum der Farbe sich fiir 
jede Alloxanmenge bei einem ganz bestimmten (N H,).S-Zusatz einstellt, 
so daB es méglich war, fiir einen bestimmten Bereich auf Grund der 
im folgenden wiedergegebenen Jabelle aus dem der maximalen Farbe 
entsprechenden (NH,).S8-Zusatz auf die vorhandene Alloxanmenge zu 
schlieBen. Die Reaktion wurde ohne Erwarmen angestellt. 


Wir bereiteten die (NH,)oS-Lésung durch Einleiten von H.S durch 
30 bis 40 Minuten in 10°, wasseriges Ammoniak: die erhaltene. sich bald 
velb farbende Lésung wird zehnfach verdiinnt und aus einer Biirette. dis 
Ablesungen von 0.05 ccm gestattet. der Alloxanlésung zuygesetzt. Zu 
mehreren gleichen Proben der Alloxanlésung erfolgt so der Zusatz in steigen 
den Portionen. Die Proben werden sodann neutralisiert und auf gleiches 
Volumen gebracht. Man sieht gew6hnlich nach wenigen Minuten, in welche 
Probe das Maximum der Farbstarke auftritt; die Schwefelabscheidung 
erweist sich dabei haufig als stOrend; sie kann abfiltriert werden; die LOsungen 
werden eventuell noch kolorimetrisch verglichen. Die Aonzentration det 
verwendeten Alloxanlésung hat auf die Lage des Maximums keinen Binflup 

Z. B. je 10 cem 1°,ig. Alloxan in H,O werden in sieben Eprouvetten 
eingefiillt; es erfolgt der Reihe nach Zusatz von 0,2, 0,4. 0.6. O.8. 1.0. 1.2, 
1.5 cem der obigen Schwefelammonloésung, es wird neutralisiert, auf gleiches 
Volumen gebracht; das Farbmaximum liegt beim Zusatz von 0,4 ccm. 
dieser Zusatz entspricht (s. Tabelle) 0,1 g Alloxan. sei langerem Stehen 
der Proben verschiebt sich das Maximum infolge des ungleichmaBigen 
Abblassens der Farbreaktion (s. oben), soda®B es angezeigt ist. dasselbe gleich 
nach Ansatz der Serie festzustellen. 


Durch derartige Versuche wurde die folgende Tabelle gewonnen: 


Tabelle. 





Farbmaximum Farbmaximum 
Alloxan bei (N H4)o S-Zusatz Alloxan bei (N Hy). S-Zusatz 
g eem g cem 
0.0] 0.10 0.08 0.50 
0,02 0175 0.09 0.55 
0.03 0.995 0.10 0.60 
0.04 0,25 O11 0,70 
0.05 0.35 0.12 0.80 
0.06 0.40 0.14 O85 
0,07 0,45 





Selbstverstandlich laBt sich die Tabelle durch Interpolation genauer 
gestalten, doch werden bei zu kleinen Intervallen die Bestimmungen 
unsicher. Eine Erweiterung nach unten begegnet Schwierigkeiten, da 
die Farben zu schwach werden, um ein Maximum verlaBlich zu er- 
kennen. Schon fiir 0,005 g Alloxan ist das Maximum (zwischen 0,05 
bis 0,075 cem) nicht mehr sicher festzustellen. Fiir hdhere Alloxanwerte 


ist eine Erweiterung der Tabelle wohl méglich: natiirlich kann auch 
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durch entsprechende Verdiinnung der Bereich der wiedergegebenen 
Tabelle aufgesucht werden. 

Schon bei den Versuchen mit Aminosaéuren war beobachtet worden, 
dais die Farbe der Reaktion durch Zufiigen von Ammoniumionen 
bedeutend verstdérkt werden kann. Dies geschieht am besten in Form 
von Ammoncarbonatlésung (etwa 0,9°,). Die Aufeinanderfolge der 
Aminosauren ist dann ungefaihr wie oben angegeben, doch noch mehr 
Schwankungen unterworfen; die Reaktion mit Cystin wird bei An- 
wesenheit von (N H,),CQO, mehr violett, abnlich der der titbrigen Amino- 
sauren. Auch die Reaktion mit (NH,).8 laBt sich durch (N H,),CO,- 
Zusatz bedeutend verstarken (siehe auch Abschnitt IV): es wird aber 
dann das Maximum der Farbstarke nach den niedrigeren (N H,),S- 
Zusdtzen hin verschoben. 

So hegt z. B. fiir 0,02 g Alloxan das Maximum bei 0,15 ¢em (NH,4)oS 
Zusatz statt bei 0.175 cem (s. Tabelle); ftir 0,05 g Alloxan bei 0,25 statt 
0,35 cem usw. Da nun auch hier jedes Maximum einer bestimmten Alloxan 
menge entspricht, kénnte man zur Alloxanbestimmung noch eine andere 
Tabelle unter Verwendung von (NH,)oCO, als Zusatz aufstellen. Es et 
wiesen sich aber die an sich starkeren Farben in diesem Falle als wenige1 
bestandig', auch lieB sich das Maximum unter den intensiveren Farben 
schwerer scharf feststellen; es erschien also angezeigt. bei dem zuerst be- 
schriebenen Verfahren zu bleiben. 

IV. 

Versuche mit Eiweifhydrolysaten lieferten keine neue Erkenntnis. 
Wurden gleiche Mengen (5g) von Casein, Witte-Pepton und Gelatine mit 
25°, H,SO, hydrolysiert, dann neutralisiert und mit je 0,1 g Alloxan 
versetzt, so trat iiberall eine deutliche schwach-rosa Farbe auf, am starksten 
bei der Gelatine, was dem hohen Gehalt an dem starke Reaktion gebenden 
Glykokoll (25°,) zuzuschreiben ist. Auch kiinstliche Gemische als Modelle 
fir Gelatine- und Keratin-(RoBhaar-)hydrolysate zeigten nur, da®B sich 
die einzelnen Aminoséuren bei ihrer Farbreaktion gegenseitig nicht be- 
einflussen. 

Anders steht es bei Versuchen mit Liweibkdrpern und tierischen 
Organen. Hier wurde zunachst die Reaktion zwischen Alloxan und 
geléstem Casein (Hammarsten) in verschiedenem, gegenseitigem Ver- 
haltnis und bei verschiedener Dauer der Einwirkung untersucht. Dies 
geschah zunachst so, daB nach Ausfallung des EiweiBes mit verdiinnter 
Essigsiure im Filtrat nach der obigen Methode nach Alloxan gesucht 
wurde. Da aber bei langerem Stehen Essigsiure das Alloxan zerstort, 
fiihrten wir dann den Versuch ohne Essigsiurezusatz aus. LaBt man 
Casein-Alloxanlésungen im Eiskasten iiber Nacht (es geniigen auch 
einige Stunden) stehen, so ist das Casein unter Rosafairbung ausgefallen 


' Mit der geringen Bestindigkeit hangt auch die Verschiebung des 
Maximums zusammen. 
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und kann abfiltriert werden. Das (auch mitunter rosa gefairbte) Filtrat 
wird nach entsprechendem Nachwaschen neutralisiert, worauf die 
Xeaktion mit (NH,).8 ausgefiihrt werden kann. 

Es zeigt sich in diesen Versuchen, die nur orientierenden Charakter 
trugen, daB bei einem UberschuB von Alloxan (0,5 ¢@ Casein: | g Alloxan) 
im Durehschnitt 90°, des Alloxans im Filtrat nachweisbar sind; bei ab 
nehmender relativer Alloxanmenge (0,5 g Casein: 0,5 g¢ Alloxan, | g Casein 
: 0,5 g¢ Alloxan) wird auch der im Filtrat erscheinende Bruchteil kleiner 
(60 bis 80°,). Von der Zeitdauer der Einwirkung der beiden Stoffe ist 
dieser Anteil ziemlich unabhangig. 

Falls iiberhaupt von einer Bindung zwischen geléstem Casein 
und Alloxan die Rede sein kann, ist dieselbe jedenfalls eine duferst 
lockere, der EiweiBniederschlag zeigt unveranderte Biuret-, Millon- 
und Xanthoproteinreaktion. 


Die folgenden Versuche gelten der Frage nach der Entstehungs- 
ursache der bekannten Farbreaktion, die Proteine in festem Zustande 
bei der Beriihrung mit Alloxanlésung geben, eine Erscheinung, die 
sich bekanntlich besonders auffallend in den roten Flecken auf der Haut 
von Personen manifestiert, die mit Alloxanlosungen hantieren (iiber 
die Natur des so entstehenden Farbstoffs vgl. Lades und Freisburger, 
l.c. S. 235f.). Wir fragten nach den Beziehungen zwischen der Farb- 
reaktion und der Zusammensetzung der Proteine baw. nach dem Gehalt 
an bestimmten Aminoséuren, die fir die Reaktion verantwortlich zu 
machen waren. : 

Gelatine, Casein (Hammarsten), Blutfibrin, 


No nirde ie 9 
Es wurden je 2g 


Witte-Pepton, Hammelhornspine und weife menschliche Haare in 
flachen Schalen mit je 40cem 2,5°,ig. Alloxanlésung tibergossen, 
dann mit n/10 NaOH neutralisiert ; alle Proben wurden nach einigem 
Stehen (1 bis 2 Stunden) rot, nur Gelatine 5lieb farblos. Die stiirkste 
Farbe zeigen die Hornspine und Haare, die schwiachste Casein (Zusatz 
von je 10 cem 0,9°% ig. (NH,)oCO3-Lésung verstirkt die Farbe in allen 
Fallen, doch ist zu bemerken, daB auch (NH,),CO,-Lésung allein mit 
2,5°% ig. Alloxanlésung eine deutliche Farbreaktion liefert). Die feste 
Substanz und die Lésung sind stets gleichmabig gefarbt. 

Es war naheliegend, aus diesen Versuchen zu schlieBen, dab von 
den Aminosduren im EiweiBverband das Cystin fiir die Alloxanreaktion 
inerster Linie in Betracht kommt : die Keratine, die die starkste Reaktion 
geben, sind an dieser Aminoséure am reichsten (7,5 bis 11,5°,), das 
Casein enthalt nur sehr wenig, Gelatine ist frei von Cystin. 


Man durfte also wohl zunichst annehmen, daB im intakten Eiweib- 
verband neben den freien Aminogruppen (des Lysins?) besonders die 
S—S-Briicke des Cystins bzw. die SH-Gruppe des Cysteins, soweit sve 
vorhanden ist, die Reaktion mit Alloxan verursacht. 
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Wir trachteten iiber diese Frage durch Untersuchung von tierischen 
Organen mehr Klarheit zu gewinnen. Es wurden bei Kaninchen und 
Ratten die herauspriiparierten Organe in siedendem Wasser koaguliert 
und nach dem Auswaschen gleiche Gewichtsmengen der Koagula mit 
je 20 ccm 2,5°,ig. Alloxanlésung iibergossen. Nach Neutralstellen der 
Proben ergaben nun Muskel, Leber, Niere, Milz, Magen und Darm 
deutlich positive Farbreaktion, dagegen zeigte Lungenkoagulum keine 
Farbe oder erst nach langer Zeit eine sehr schwache Reaktion. Ahnlich 
war das Verhaltnis der Farbreaktionen bei Verwendung gleicher Mengen 
frischer Organe. Da der Schwefelgehalt des Lungengewebes nach Aus- 
koagulieren und Auswaschen hinter dem eines analog behandelten 
Lebergewebes, das stark positiv reagiert, nicht zuriickbleibt, gingen 
wir zu Bestimmungen des Gehaltes an reduziertem Glutathion in det 
frischen Leber und Lunge! von Ratten tiber und bedienten uns zu 
diesem Zwecke der Mikromethode von Kiihnau?. Dabei ergaben sich 
fir 100g Lunge Werte von 44 bis 68 mg, fir 100 g Leber waren die 
entsprechenden Zahlen 97 bis 183 mg, also das Zwei- bis Dreifache. 
Es scheint demnach bei den lebenden Organen fiir die Alloxanreaktion 
weniger auf den Cystingehalt als den Gehalt an (reduzierten) SH- 
Gruppen anzukommen und dies gilt, wie das Folgende zeigt, auch fir 
koaguliertes Gewebe. Offenbar ist also auch das Lungenkoagulum 
armer an SH-Gruppen im EiweiBverband als andere Organkoagula 

Es 1éBt sich namlich, wie die kiirzlich erschienenen bedeutsamen 
Mitteilungen von Hopkins? lehren, zufolge einer Art von Denaturierung 
eines Proteins (Eieralbumin) durch Zusatz von Harnstoff eine deutliche 
Reaktion auf SH-Gruppen mittels Nitroprussidnatrium hervorrufen. 
(Bei anderen Proteinen (Serumprotein) mu8B der Denaturierung noch 
eine Reduktion, z. B. durch KCN, folgen). Wir verglichen nun nach 
Hopkins mit Harnstoff vorbehandeltes Eieralbumin, das deutliche 
Nitroprussidreaktion gab, mit dem nativen Protein, das keine Reaktion 
auf SH-Gruppen zeigte; wir sahen dann bei der Reaktion mit Alloxan 
in beiden neutralisierten Proben eine Reaktion, doch war die Farbe 
bei der denaturierten Probe nach etwa 2 Stunden deutlich rosarot, 
wahrend bei der nativen zuerst eine undeutlich braunrote Farbe auftrat, 
die erst nach langerem Stehen ungefahr den normalen Farbton annahm ¢. 


1 In der Literatur liegen betreffs des Glutathiongehaltes der Lunge 
widersprechende Angaben vor, z. B. E. Fauré-Fremiet, J. Dragouin, Ronas 
Ber. 22, 84 .u. BE. Gabbe, zit. nach Chem. Centralbl. 1930, 1, 1952. 

2G. Kiithnau, diese Zeitschr. 280, 3538, 1930. 

3 F.G.Hopkins. Nature 2, 328 u. 383, 1930, zit. nach Ronas Ber. 60, 154. 

4 Kine nach langerem Stehen auftretende Reaktion mit Alloxan 
heweist nichts, da Alloxanlésung dann (infolge Einwirkung des NH, und 
H.,S der Luft) auch z. B. auf Filterpapier rote Farbe hervorruft. 
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Da nun ferner Hammelhornspane, die die starkste Alloxanreaktion 
gaben, auch eine deutlich positive Nitroprussidreaktion aufweisen, 
kénnen wir mit aller Reserve, auf Grund der Beobachtung, dap dis 
Nitroprussidreaktion und die normale, innerhalb 1 bis 2 Stunden cin- 
tretende Alloxanreaktion einander parallel gehen, die Annahme machen, 
dap es die SH-Gruppen in erster Linie sind, die die Farbreaktion mit 
Alloxan im lebenden Organ und im EiweiBbkorper bewirken. Sehr starke 
Farbreaktion gab, wie zu erwarten, die Haut am lebenden Tiere, sowie 
die von frisch getéteten abgetrennte, wahrend nach langerem Liegen 
derselben eine deutliche Abschwachung eintritt. Wir kennen die 
chemischen Prozesse, die sich bei solchem allmahlichem Absterben 
abspielen, noch zu wenig, um iiber dieses Verhalten eine Erklirung 
versuchen zu kénnen; ware es ein blobes Koagulieren, mibte die Farb- 
reaktion nach Obigem ja stdrker werden. 

Eine mit 2,5°,iger Alloxanlésung iibergossene Hefeprobe gibt 
keine Farbreaktion, wohl aber ein nach Eiweibfallung usw. bereiteter 
Hefeauszug, in dem wohl Glutathion (wieder die SH-Gruppe) die 


positive Reaktion verursacht. 


Zusammenfassung. 

Als Ergebnis vorliegender Untersuchung kénnen wir angeben: 

]. Die rosarote Farbreaktion des Alloxans mit Aminosaéuren ist 
fiir die einzelnen Vertreter dieser Gruppe verschieden, und zwar ist 
unter gleichen Versuchsbedingungen bei neutraler Reaktion und iqui- 
valenten Aminosiéurelésungen folgende Reihenfolge, nach abnehmende1 
Farbstarke geordnet, wahrzunehmen: Cystein etwa gleich Histidin, 
Glykokoll, Glutaminsiaure, Tryptophan, Phenylalanin, Arginin, Aspara- 
ginsaure, Tyrosin, Leucin, Serin, Alanin, Valin, Lysin; Prolin gibt 
keine Farbe. Cystin gibt eine von den anderen Aminosauren abweichende, 
beim Erhitzen besonders unbestandige fleischfarben-orangerote Farbe. 
Das verhaltnismaBig rasche Abblassen der Proben erschwert die Auf- 
stellung obiger Reihe, namentlich fiir die mittleren Glieder. 

2. Die qualitative Untersuchung einer Reihe von Stoffen mit 
freien bzw. besetzten Aminogruppen ergab die Notwendigkeit des 
Bestehens einer freien NH,-Gruppe fiir das Zustandekommen der 
Reaktion; jedoch stellt deren Vorhandensein nicht die einzige Be- 
dingung dar: zahlreiche Stoffe mit freien N H,-Gruppen, unter anderen 
solche mit Sitz derselben am Benzolkern, geben keine Farbe. Kine 
Regel 1éBt sich mit Hilfe des vorhandenen Materials nicht aufstellen. 


3. Die Reaktion des Alloxans mit den Aminosiéiuren ebenso wie die 
mit Schwefelammonlésung ergibt mit steigender Konzentration jeder 
der beiden Komponenten zunehmende Farbstarke, jedoch keinerlei 
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Proportionalitat, da eben das Abblassen der Proben bei verschiedener 
Konzentration ungleichmabig rasch erfolgt. Da jedoch bei Zusatz 
steigender Schwefelammonmengen zu einer bestimmten Alloxanmenge 
die Farbstarke der Reaktion ein Maximum durchschreitet und dieses 
Maximum sich fiir jede Alloxanmenge bei einem bestimmten Schwefel- 
ammonzusatz einstellt, gelingt es, eine Tabelle zusammenzustellen, mit 
deren Hilfe aus dem dem Farbmaximum entsprechenden (NH,),.5- 
Zusatz auf die Alloxanmenge geschlossen werden kann. Man gelangt 
so zu einer Alloxanbestimmungsmethode innerhalb eines gewissen Bereichs. 
Ammoncarbonatzusatz verstarkt die Farbreaktion und verschiebt das 
Maximum nach niedrigeren Schwefelammonzusatzen. 


4. Die Farbreaktion des Alloxans mit EiweiSkérpern und tierischen 
Organen scheint (neben dem Bestehen von freien Aminogruppen) in 
erster Linie vom Vorhandensein freier Sulfhydrilgruppen abzuhangen, 
da dieselbe der Reaktion mit Nitroprussidnatrium offenbar parallel 
verlauft. Es wird dies durch Versuche mit nach Hopkins denaturiertem 
Eiwei8 und durch Glutathionbestimmung in frischen Lebern und Lungen 
von Ratten wahrscheinlich gemacht. 














Uber das Vitamin der Massenbildung (M). 


Von 
L. P. Rosenow (Minsk). 


(Aus dem Biologischen Institut der WeiBrussischen Akademie der Wissen- 
schaften und dem Phy siologischen Institut des WeiBrussischen Medizinischen 
Instituts.) 


(Eingegangen am 27. November 1931.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


Bei der Beobachtung des Wachstums von ausschlieBlich mit 
Schwarzbrot gefiitterten jungen Ratten fand ich, daB das Wachstum 
derselben nach einiger Zeit aufhért. 

Neuerdings hat B.A. Lawrow' zutretfend bemerkt: ,,.lm groBen und 
ganzen kommt doch der SchluBfolgerung iiber die .Vollwertigkeit’ der 
Nahrung immer nur eine relative Bedeutung zu, sofern es dem Forschet 
in dem von ihm gewahlten Zeitraum nicht gelungen ist. irgendwelche 
Abnormitaten am Versuchstier wahrzunehmen, zumal in der iberwiegenden 
Zahl der Falle der Umfang und die Vielseitigkeit der klinischen Fest 
stellungen an den Versuchstieren tiber ihr Gewicht, Appetit. Ausnutzung usw. 
ziemlich beschrankt bleibt.** 






9 Gewich 
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——Lebertrar 
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Abb. 1 


Z. B. zeigt die Kurve auf Abb.1 den Stillstand des Wachs- 
tums erst am 70. Tage nach Versuchsbeginn (junge Ratte Nr. 24). 


. Lawrow u. Natalie Jarussowa, Arch. f. Tierernahrung u. Tier 


. B.A 


_— 


zucht 6, H. 3, 1931. 
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Die Kurve auf Abb.2 zeigt zunachst Zunahme des Gewichts der 
Ratte Nr. 16: hier beobachten wir schon den Wachstumsstillstand 
am 45. Tage, und zwar erstreckt er sich auf etwa 10 Tage, darauf 
folgt geringe Gewichtszunahme bis zum 75. Tage und Fallen des 
Gewichts fast bis zur Héhe vom 50. Tage. Die Wachstumskurve 


dieser Tiere yom Versuchsbeginn an bis zum Wachstumsstill- 
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Abb. 2. 


stand hat meines Erachtens eine logarithmische Form. Z. B. geht 
aus Abb. 2 deutlich hervor, daB die Wachstumskurve vom 11. Tage 
bis zum 50. durch die Gleichung P = P, (1 — e~“') ausgedriickt 
werden kann, wobei P das Gewicht, PP, das Gewicht am Ende, 
t die Zeit, % eine Konstante und e die Basis der natiirlichen 
Logarithmen bedeutet. Die Punkte auf der Kurve beziehen sich 
auf das praktisch gefundene Gewicht, die Kreise auf das theoretisch 
nach der Formel P 20 (1 — e~ %%"') berechnete. Wir sehen 
hier eine sehr gute Ubereinstimmung zwischen Theorie und Ex- 
periment. Der Einfachheit halber war der 11. Tag und das Gewicht 
50 g als Koordinatenanfang genommen. 

Hieraus ergibt sich die Folgerung, daB das Wachstum in diesem 
Falle nach dem chemischen Gesetz der Massenwirkung verlduft. 

Am 86. Versuchstage gab ich den Tieren Fischlebertran (OL jecoris 
aselli) zu, der getrennt vom Brot in einem Schalchen in den Kafig 
gestellt wurde. Anfangs tranken ihn die Ratten gern, doch bereits 
nach etwa 2 Tagen nahmen einige Tiere weniger, andere verschmahten 


ihn ganz. Aus den angefiihrten, wie auch aus anderen nicht veréffent- 
lichten Kurven ergibt sich, daB das Wachstum nach der Zugabe von 


Lebertran vermindert war. 
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Die toxische Wirkung von groBen Dosen von Lebertran ist wohl bekannt. 
z. B. aus der Mitteilung von Kollath' iiber Versuche mit lebensverkiirzende: 
Wirkung der Vitamine bei einseitiger Diat; wahrscheinlich fehlen hierbei 
andere lebenswichtige Substanzen in der Diait, und Reserven davon werden 
bei Vitaminzufuhr schneller verbraucht. Nach Norris und Church? kann 
die toxische Wirkung von groBen Dosen von Lebertran durch Verfiitterung 
groBer Hefemengen verhindert werden. 

Hierauf gab ich den Tieren rohe Kartoffeln zur Nahrung zu, und 
zwar mit der Schale und den Keimen. Die Kartoffeln wurden am 
25. Januar 1931 gegeben, als sie schon leicht keimten. 

Die Ratten verzehrten anfangs die Kartoffeln gierig, nagten sie 
aber schon nach etwa 2 Tagen wenig. Ihr Gewicht, das hierbei zunachst 
zugenommen hatte, fiel bald unter das vor dem Kartoffelzusatz fest- 
gestellte, und am 102. Tage erwies sich die Lage aller Tiere (zwolf Stiick) 
als bedrohlich. 

Das Gewicht der Tiere sank rapid, das Fell stand aufrecht, bei dem 
einen der Tiere sah man Lihmung des musculus retractor penis, beim 
Palpieren fiihlte man die Wirbel und Rippen stark hervorstehen, der Gang 
wurde charakteristisch leicht und sprunghaft. Am 4. Februar wurde det 
schwachsten Ratte, Nr. 22. mit Lahmung des musc. retractor, ungesalzen¢ 
Butter gegeben, trotzdem ging sie in der folgenden Nacht ein. [Thr Gewicht 
vor dem Tode war 59,2 g, bei Versuchsbeginn am 25. Oktober 1930 hatte 
es 55,2 g betragen, die maximale Gr6éBe des Tieres war 87,1. 

Da die Tiere offensichtlich in Gefahr waren, gab ich ihnen am 6. Februar 
Heu zu, indem ich es ihnen anstatt der Sagespane unterstreute. Am anderen 
Tage hatte sich das Aussehen der Tiere véllig verandert: das Fell war glatt 
geworden, sie kletterten am Gitter umher wie ganz gesunde und _ frische 
Tiere; das Gewicht stieg sprunghaft. 

Aus den angefiihrien Kurven auf Abb. 1 und 2 ersieht man die auper- 
ordentlich schnelle Gewichtszunahme nach der Heugabe. Das Heu bestand 
aus einfachsten Wiesengrisern. Da in einer Nahrung, bestehend aus 
kauflichem, frischem Schwarzbrot (Roggenbrot mit Beimischung von 
Gerstenmehl), rohen Kartoffeln und Fischlebertran meiner Ansicht 
nach ein geniigendes Quantum aller bekannten Vitamine enthalten ist, 
schlieBe ich, daB es au.Ber diesen mindestens noch cin Vitamin M gibt, 
das ich vorliufig ,, Vitamin der Massenbildung* nennen moichte. Obgleich 
dieser Name nicht nur den Vitaminen, sondern auch den Salzen, Amino- 
sauren und anderen Bestandteilen der Kost, ohne die das Wachstum 
aufhért, zuzuschreiben ist, driickt dieser Name doch richtig die Tatsache 
aus: auBer der Stérung des Wachstums, dem Abmagern und schlieBlich 
dem Tode sehen wir keine Symptome der Avitaminose. 


1 Werner Kollath, Klin. Wochenschr. 10. 1931, ref. Chem. Centralbl. 


1931. IT, 2631. 
2 Norris Earl u. Anna Church, J. of biol. Chem. 89, 437 bis 449, 


ref. Ber. ti. d. ges. Physiol. Abt. B. 60. H. 3/4. 


1930, 
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Da wir nach der Kartoffelgabe eine groBe Gewichtsabnahme bei den 
Ratten beobachten, so schlieBen wir, daB in der Kartoffel viele Stoffe 
vorhanden sind, die einen schnelleren Abbau der Reserven des Organismus 
bewirken (s. oben). Wir stellen auch fest, daB im Heu noch mindestens ein 
wachstumsférdernder Stoff vorhanden ist. der in der Kartoffel, im Brot und 
im Lebertran fehlt. 

Ein ahnliches Vitamin ist offenbar in der Hefe anwesend, da die 
jungen Ratten bei Fiitterung mit Hefe, die nach dem von mir be- 
schriebenen Verfahren konserviert war!, gut wuchsen und sich bis 
jetzt (401. Tag) gut vermehrten, und die Zugabe von Heu zur Nahrung 
keine irgendwie bemerkbare Veranderung der Wachstumskurve ver- 
ursachte (Abb. 3). Doch halte ich mich auf Grund einiger vor- 
laufiger biologischer Reaktionen zu der Annahme berechtigt, daB sie 
nicht identisch sind. 
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Abb. 3. 


Zusammenfassung. 

1. Es gibt ein besonderes Vitamin M (von mir Vitamin der Massen- 
bildung genannt), das auBer den schon bekannten zum Wachstum 
notwendigen Vitaminen ebenfalls fiir ein normales Wachstum er- 
forderlich ist. 

2. Dieses Vitamin ist im Heu enthalten. 

3. Auch in der Hefe befindet sich ein ahnliches Vitamin, ob es 
dasselbe ist, ist noch ungewiB. 

4. In Schwarzbrot, roher Kartoffel (mit Schale und kleinen 
etiolierten Keimen) und im Fischlebertran fehlt dieses Vitamin M. 


' L. Rosenow u. Max Rosenow, diese Zeitschr. 228, 163, 1930. 














Uber die Chloroformverteilung zwischen den Erythrocyten und 
dem Blutserum (bzw. Plasma). 


Von 
N. W. Lazarew und Emilie Nusselmann. 


(Aus dem toxikologischen Laboratorium des Leningrader Instituts fiir 
Gewerbehygiene und Sicherheitstechnik. ) 


(Eingegangen am 28. November 1931.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Winterstein und Hirschberg (s. Literatur) haben angegeben, daB 
im Kaninchenblut der Verteilungskoeffizient des Chloroforms: 
Konzentration in den Erythrocyten (Cp,) 
Konzentration im Blutplasma (bzw. Serum) (Cp; oder Cg,,) 


mit der Zunahme der Giftkonzentration sinkt. Bei Durchsicht det 
Protokolle dieser Autoren fallt auf, daB in jedem einzelnen Versuch 
diese GesetzmaBigkeit ganz deutlich ausgepragt ist: vergleicht man 
aber die Angaben verschiedener Versuche (z. B. Nr. 11 und 12), so 
ergibt sich, daB ahniliche Verteilungskoeffizienten bei solchen Kon- 
zentrationen erhalten werden, von denen eine tiber 100mal hoher ist 
als die andere. Dies scheint auf eine groBe Veranderlichkeit der Er- 
scheinung hinzuweisen. Es schien uns deshalb zweckmabig, die Ver- 
suche von Winterstein und Hirschberg fortzusetzen und in erster 
Linie die Frage klarzulegen, inwieweit die in den Versuchen mit Kanin- 
chenblut festgestellte GesetzmaBigkeit allgemein giiltig sei. 


I. Methodik. 


In simtlichen Versuchen wurde im Blute (Rind, Schwein, Hammel 
und Hund) das Chloroform in vitro aufgelést. Zu diesem Zwecke wurden 
35 bis 75 cem Blut (haufiger defibriniertes, seltener ..Citratblut**) in 
den im Schiittelapparat befindlichen Scheidetrichter gebracht. Mittels 
einer Wasserstrahlpumpe wurden tiber das Blut im Trichter Chloroform 
dimpfe durchgesogen. Dann wurden zwei Blutproben entnommen, die 
eine zur Feststellung des Chloroformgehaltes im Gesamtblut, die andere 
zur Bestimmung seiner Konzentration in dem durch Zentrifugieren e1 
haltenen Blutserum (bzw. Plasma). Da sich das Chloroform aus dem 
Blute und dem Blutserum (bzw. Plasma) leicht verfliichtigt, so wurde 
besonders peinlich darauf geachtet, da®B alle fiir das Blut verwendeten 
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licht verschlossen wurden und das Luttvolumen tiber dem Blute in 


Zentrifugierglaschen so klein wie méglich warusw. In den Blutproben wurds 


dann de 


r Chloroformgehalt nach der Methode von Nicloux bestimmt 


Der Chloroformgehalt der Erythroeyten und der Verteilingskoeffizient 


des Chloroforms zwischen den Erythrocyten und dem flissigen Blutte 
wurden nach der bei Winterstein und Hirschberg angefiihrten Formel be 


rechnet. 


Das Volumen der Erythrocyten wurde mittels des Hamatokrite! 


bestimmt. Die Versuche wurden bei Zimmertemperatur ausgefthrt 


Das 


wurden 


nommen ; 


Hundeblut, und in der Mehrzah! der Versuche, das Hammelblut 
unmittelbar vor dem Experiment den Laboratoriumstieren ent 
das Rinder- und Schweineblut bezogen wir aus dem Schlachthaus: 


sofort nach dem Schlachten des Viehes. Die Versuche haben gezeigt, da 


irgendwe 
(bei nah 


Iche gesetzmaBigen Veranderungen des Verteilungskoeffiziente: 


en Konzentrationen) auch beim Stehenlassen des Blutes u 


der Kalte binnen 1 bis 2 Tagen nicht zu bheobachten sind, weshalb auc} 
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‘ren die Versuche nicht nur mit frisch entnommenem Blute 


sondern auch mit dem im Eisschrank in dem erwahnten Zeitraume ant 
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Il. Versuche mit Sehweineblut. 
tesultate der Experimente sind in der Tabelle [ zusammen- 
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ot = = ~ 
6 | = = 4 
Min ng mg-? ng 
10 1.1 O1 63 1.7 lb. 
10 4,0) 0,6 62 6.1 10.1 
a) 9. 0.6 63 7.6 12.6 
3 7.0 1,0 46 14.0 14,0 
3 9.0) 3.0 33 21.2 7,1 
3 11.0 3.0 32 28.0 93 
4 13,0 4.0 45 24.0 6,0 
a) 14,0 3.0 46 26.9 8.9 
60 16.0 3.0 63.5 93.5 78 he b 
6 20.0 5.0 48.5 5.9 7.0 pooner 
] 23.0 9.0 34 50.2 5.6 in 
6 940 8.0 47 42.0 5.3 yaenrs 
20 36.0 10.0 ID 57.2 57 
LO 39.0 12.0 48.5 ».6 
20 47,0 14.0 53 5.4 
20 49.0 16.0 53 49 
15 75,0 36,0 33,5 4.2 
30 103.0 59.0 34 39 
30 130.0 62.0 45.5 3.1 
30 157.0 76,0 45 3.4 
30 173.0 89.0 45.5 3.1 
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Die angefiihrten Daten zeigen, daB mit der Zunahme der Chloro- 
formkonzentration im Blute der Koeffizient der Chloroformverteilung 
zwischen den Erythrocyten und dem Serum im allgemeinen bedeutend 
abnimmt. Diese Herabsetzung scheint, betrachtet man die Abb. 1, 
wo die Beziehung zwischen den Logarithmen der Konzentration 
des Chloroforms in den Erythrocyten (Ordinate) und denjenigen 
seiner Konzentration im Serum (Abszisse) dargestellt ist, ganz ge- 
setzmaBig zu sein. Die Werte der einzelnen Versuche liegen mit 
groBer RegelmaBigkeit auf einer Geraden, die sich gut durch die 


Gleichung 


Cr 11,5. C mg -°, (1 


d.h. durch die Freundlichsche Adsorptionsgleichung, ausdriicken laBt 
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Abb. 1 
Chloroformverteilung zwischen den Erythrocyten und dem Serum in defiln 


Schweineblut 


Die Resultate dieser Versuche stimmen also sehr gut mit den 
Angaben von Winterstein und Hirschberg iiberein 


III. Versuche mit Rinderblut. 


Die Mehrzah] der Versuche wurden auch mit defibriniertem Blut 
angestellt. Die Resultate derselben sind in der Tabelle 1] angefiihrt 


Im Gegensatz zu den Beobachtungen beim Schweineblut geht 
im Rinderblut die Chloroformverteilung zwischen den Erythrocyte: 
und dem Serum bei allen Konzentrationen in einem fast gleict- 
bleibenden Verhaltnis vor sich. Doch sind auch in diesem Fall 
die Durchschnittszahlen der Verteilungskoeffizienten bei niedriger 
CHCl,-Konzentrationen héher als bei den starkeren. Die Kurve, nacl 
welcher sich die Beziehung zwischen den Konzentrationen des 
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Tabelle II. 


Rinderblut (defibriniertes). 














é S56 = se S56 
se isa ate: Bree o7 
Za Eo ACs $0 Bee 
Min mg-9/9 = = 
1 15 7,0 4,0 50 10,0 2,5 
2 5 8,5 5,0 50 12,0 2.4 
3 45 9,0 5,0 45 13,9 2,8 
4 10 17,0 10,0 50 24,0 2.4 
5 15 17,0 7.5 50 26.5 3,5 
6 30 17,5 9.0 59 26,0 2,9 
7 20 24.0 16,0 50 32,0 20 
8 15 84,0 18,0 48 51,3 2,85 
y 30 35.5 24.0 50 47.0 2.0 
10 50 46.0 26,0 50 66,0 2.5 
11 30 83,0 54,0 50,5 111,3 2,1 
12 60 90,5 64,0 50 117,0 1,8 
13 10 104,0 64,0 50 144,0 2,25 
14 60 107,5 60,0 50 155,0 2.6 
15 50 117,0 71,0 50 163.0 2.3 
16 120 129,0 77,0 50 173,0 2.1 
17 15 123.0 87,0 48 162,0 1,9 
18 50 131,0 86,0 50 176,0 2,0 
19 30 134,0 92.0 54 169,0 1,9 
20 50 136.0 100,0 50 172.0 1,7 
21 30 140,0 94,0 53 180,0 1.9 
22 15 144,0 78,0 50 210.0 2,7 
23 195 291,0 209,0 50 373.0 1,8 
24 90 478,0 307,0 48 673,0 2.2 
25 60 483.0 325,0 50 641,0 2,0 
26 120 579.0 370.0 | 50 788,0 2.1 


Narkoticums in den Erythrocyten und im Serum andert, kann annaéhernd 
durch die Gleichung 

Cer = 3,0. Ose, mg-% (2) 
ausgedriickt werden. 

Es wurden auch Versuche mit Citratblut angestellt (wegen 
Platzmangel sind die Protokolle weggelassen), aus denen hervorgeht, 
daB die Verteilung des Chloroforms zwischen den Erythrocyten und 
dem Plasma ungefahr in denselben Verhaltnissen erfolgt. 


IV. Versuche mit Hundeblut. 


Aus diesen Versuchen ist zu folgern, daB auch im Hundeblut der 
Verteilungskoeffizient Cy,/Cs., mit der Zunahme der CHCl,-Kon- 
zentration im Durchschnitt merklich abnimmt. Die Abhangigkeit 
von der Konzentration ist hier eine betrdchtlichere als in den Rinder- 
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blutversuchen, doch ist sie geringer als in den analogen Versuchen mit 
Schweineblut. Die geringere Zahl der Bestimmungen und die be- 
deutenden Schwankungen der Resultate gestatten jedoch nicht, auch 
fir das Hundeblut eine Gleichung fiir die Kurve auszufiihren, nach 
welcher sich die Konzentration des Chloroforms bei Verinderung seines 
Gehalts im Serum andert. 


V. Versuche mit Hammelblut. 


Die Experimente mit Hammelblut ergaben héchst unbestandige 
Resultate, was sich vielleicht durch den ungleichen Bestand der Ver- 
suchstiere erklaren laBt. Fiir einen Teil der Versuche wurde das Blut 
eines Schafes verwendet, das, wie spiter festgestellt wurde, schwanger 
war. Das Erythrocytenvolumen war in diesen Versuchen sehr klein 
(etwa 25%). 

Auf Grund dieser Versuche laBt sich nur sagen, daBb keine scharf 
ausgepragte Abhangigkeit zwischen dem Verteilungskoeffizienten des 
Chloroforms und seiner Konzentration im Blute zu bestehen scheint. 
In dieser Hinsicht steht also das Hammelblut dem Rinderblut nahe. 


VI. Besprechung der Versuchsresultate. 

Bei Betrachtung der Tabellen ] und IT (deren Angaben in der Abb. 2 
zusammengefaBt), springt, wie schon erwahnt, der bedeutende Unter- 
schied der Resultate der Blutversuche an verschiedenen Tieren in die 
Augen. Der Koeffizient der Chloroformverteilung Cy,,/Cg,, wird mit der 
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Koeffizienten der Chloroformverteilung zwischen den Erythrocyten und dem Serum im Blute 
verschiedener Tiergattungen 
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Zunahme der Giftkonzentration im Schweineblut stark herabgesetzt. 
In den Hundeblutversuchen ist diese GesetzmaBigkeit schwacher 
ausgepragt. In den Rinderblutexperimenten ist die Abhangigkeit 
der Verteilung von der Konzentration kaum angedeutet (die Versuche 
mit Hammelblut ergaben sehr schwankende Resultate). Die absoluten 
GréBen des Verhaltnisses C,,/Cg,, im Blute verschiedener Tiergattungen 
ordnen sich in folgender Reihe : Schweineblut > Hundeblut > Rinderblut. 
Dabei ist der Unterschied besonders groB bei geringen Konzentrationen 
des Chloroforms und nimmt bei hohem Gehalt ab. 

Es ist von Interesse, daB in den Versuchen von Nicloux und Scotti- 
Foglient der Loslichkeitskoeffizient der Chloroformdimpfe im Schweine- 
blut bedeutend héher war als im Rinderblut (siehe Tabelle IT und V 
und Abb. 4 in der zitierten Arbeit). Die Vermutung, daB dieser Unter- 
schied auf der héheren Fahigkeit der Erythrocyten des Schweines 
beruht, Chloroform anzuhaufen, laBt sich auch bei quantitativem 
Vergleich unserer Angaben mit denen von Nicloux und Scotti-Foglieni 
bestatigen. So war bei Konzentrationen iiber 100 mg-°,, und bei der 
Versuchstemperatur von 20° das Verhaltnis der Léslichkeitskoeffizienten 
der Chloroformddémpfe im Gesamtblut des Schweines und im Serum 
25,0/13,7 = 1,8.  Daraus folgt, nimmt man das Volumen der 
Erythrocyten durchschnittlich gleich 45°! an, daB das Verhaltnis 


Ci 9 Cp 2 ee) ae 
3 (der Forme!l a Se ae = + . ser) nach ) gleich 
¢ Ser Ser V .¢ Ser 

1.45 + 100 (1,8 — 1) 


45 


= 2,8 


sein muB. 

In unseren Versuchen schwankte dieses Verhaltnis von 3,1 bis 3,4 
(siehe. Tabelle I). 

Die Experimente von Nicloux und Scotti-Foglieni weisen auch 
deutlich darauf hin, daB8 der Unterschied zwischen Schweine- und 
Rinderblut im Sinne der Giftverteilung zwischen den Erythrocyten 
und dem Serum nicht nur bei Chloroform zu beobachten ist. In 
den Versuchen dieser Autoren waren die Absorptionskoeffizienten 
des Chlorathyls und des Athylens in den Schweineblutversuchen auch 
héher als in den Rinderblutversuchen. Gleichzeitig war die Léslichkeit 
im Blutserum der beiden Tiergattungen fast die gleiche. 

Wie ist die Tatsache zu erkléren, daB der gréBte Teil des vom 
Blut absorbierten Chloroforms sich in den Erythrocyten befindet ? 
Diese Frage bietet ein groBes Interesse nicht nur hinsichtlich des 
Transportes der Narkotica im Organismus, sondern vielleicht auch 


1 Wie es in unseren Versuchen der Fall war. 
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fir die Klarlegung des eigentlichen Mechanismus der narkotischen 
Wirkung. Die Erythrocyten stellen doch, sozusagen, eben dasjenige 
, biologische Modell‘ vor, an dem im bedeutenden MaBe verschiedene 
physikalisch-chemische Theorien der Narkose, von der ,,Lipoidtheorie* 
von Overton-Meyer an bis zur ,,Adsorptionstheorie’ von Warburg 
geprift wurden. Und eben im Sinne der ersten von diesen zwei Theorien 
war bis vor kurzem die Ansicht besonders weit vertreten, daB der 
betraichtlichere Gehalt der Erythrocyten an Chloroform und den ihm 
ahnlichen Giften auf den gréBerem Reichtum derselben an Lipoiden 
zuruckzufiihren ist. 

In Ubereinstimmung mit diesen Vorstellungen ist zu erwarten, 
daB im Blute die Léslichkeit der Gifte mit einem besonders hohen 
Verteilungskoeffizient O1/Wasser, wie z. B. der héheren Kohlenwasser- 
stoffe, besonders hoch, im Vergleich mit deren Wasserléslichkeit, sein 
muB. Und das ist eben der Fall, zieht man die Benzol- und insbesondere 
die Benzinversuche von Lazarew, Brussilowskaja und Lawrow in Betracht. 

Es existiert also zweifellos ein Parallelismus zwischen der Fahigkeit 
der fliichtigen Narkotica, sich in Erythrocyten anzuhaufen und ihrer Fett- 
léslichkeit, gleich dem Parallelismus, welcher zwischen der Wirkungskraft 
der Narkotica und der Fettléslichkeit vorhanden ist. Daraus folgt aber 
noch nicht, daB diese beiden Erscheinungen (die Anhaufung in den 
Erythrocyten und die Narkose) tatsiéchlich durch die Auflésung der 
Narkotica in den fettlipoiden Substanzen der Zellen, speziell der 
Erythrocyten, zu erkliren sind, da der Parallelismus, wie bekannt, 
nicht nur hinsichtlich der Fettléslichkeit beobachtet wird (vgl. Lazarew, 
Lawrow und Matwejew). Dagegen sprechen auch viele Tatsachen: 
der Lipoidgehalt der Erythrocyten unterscheidet sich nur sehr wenig 
von dem des fliissigen Blutteiles (Winterstein); es gibt keinen Parallelis- 
mus zwischen dem Fett- und Lipoidgehalt im Blute verschiedener 
Tiergattungen und dem Absorptionskoeffizienten, z. B. des Chloroforms 
(Scotti-Foglieni)'. Die Extraktion der Lipoide vermindert diesen 
Koeffizienten nicht (Scotti-Foglieni). Das Vorhandensein von Lipoiden 
im Blute in Form einer besonderen Phase ist wenig wahrscheinlich 
(siehe speziell Sérensen). SchlieBlich ist es schwer, durch die Léslichkeit 
des Chloroforms in den Lipoiden diejenige gesetzmaBige Beziehung 
zwischen der CHCl,-Konzentration in den Erythrocyten und dem 


1 Die Versuche von Grollman lassen sich schwer als beweiskraftig 
ansehen, da in denselben der Einflu8 des Zusatzes von vorher aus dem 
Blute extrahierten Lipoiden auf die Léslichkeit studiert wurde. Es ist sehr 
wenig wahrscheinlich, da nach einem derartigen ,,Denaturieren** und einer 
wiederholten Auflésung im Blute die Lipoide sich in demselben in ihrem 
friiheren, der Extraktion vorangehendem Zustande befinden sollten (vgl. 
Scotti-Foglieni). 
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Chloroformgehalt im Serum (welche sehr befriedigend durch die 
Freundlichsche Gleichung ausgedriickt wird) zu erklaren, die in unseren 
Versuchen mit dem Schweineblut erhalten wurde. Die Erwagungen 
von K.H. Meyer zeigen sehr deutlich, daB es nicht immer leicht ist, auf 
Grund der Gestaltung der Kurve, die in den biologischen Versuchen 
erhalten wird, tiber die Natur des Vorganges (Bildung einer echten 
Lésung, Adsorption, Permutoidreaktion usw.) AufschluB zu erhalten, 
und zwar um so mehr, weil das Freundlichsche Isotherm sich nur auf 
das ,,mittlere Gebiet der Adsorption‘. bezieht. Doch ist bei der 
hohen Lipoidléslichkeit des Chloroforms kaum zu erwarten, daB seine 
Verteilung zwischen den Lipoiden und derWasserphase der ,,Adsorptions- 
kurve‘’ nach verlaufen sollte. Das Gesetz von Berthelot-Jungfleisch 
scheint in diesem Falle seine Giltigkeit zu behalten. 

Vor kurzem hatte Scotti-Foglieni in einer ganzen Reihe von Arbeiten 
das Studium dieser Frage von einer anderen Seite beleuchtet. Dieser 
Verfasser hat durch Experimente mit Chlorathyl, Chloroform und ganz 
kiirzlich mit Athylather gezeigt, daB die hohere Léslichkeit der Dampfe 
dieser Gifte im Gesamtblut, im Vergleich mit dem Serum, auf 
Kosten des in den Erythrocyten enthaltenen Hamoglobins geht, und 
zwar nicht des EiweiB-, sondern des Pigmentteiles desselben. Die 
Lésungen des Hamoglobins und einiger seiner Derivate kénnen dieselbe 
Narkoticummenge absorbieren wie das Gesamtblut!. Alle diese Tat- 
sachen, sowie die in unseren Versuchen festgestellte UngleichmaBig- 
keit der Chloroformverteilung im Blute verschiedener Tiergattungen, 
zeigen, daB die Fahigkeit des Gesamtblutes, mehr Narkoticum aufzu- 
lésen, als Wasser (und der fliissige Teil des Blutes), jedenfalls nicht 
nur auf die Léslichkeit einer gréBeren Narkoticummenge in den 
Lipoiden der Erythrocyten zuriickzufiihren ist. Die vergleichende 
Rolle der anderen, die Léslichkeit férdernden Faktoren, laBt sich noch 
nicht endgiiltig bewerten und bedarf weiterer Untersuchung. 


sé 


Zusammenfassung. 

Es wurde in vitro die Chloroformverteilung zwischen den Erythro- 
cyten und dem fliissigen Blutteil studiert. Auf Grund der Experimente 
lassen sich folgende Schliisse ziehen: 

1. Die Erythrocyten enthalten bei allen Konzentrationen in 
Versuchen mit dem Blute verschiedener Tiergattungen (Schwein, 
Rind, Hund, Hammel) mehr Chloroform als das Blutserum (bzw. 


Plasma). 


' Dies wurde auch von Moore und Roaf in einer alteren Arbeit (1904) 
konstatiert, doch sind diese Beobachtungen sogar von den Autoren selbst 
nicht genug bewertet worden. 
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2. Im Schweineblut verringert sich der Koeffizient der Chloroform- 
verteilung zwischen den Erythrocyten und dem Serum mit der Zunahme 
der Giftkonzentration. Die Beziehung zwischen den Chloroform- 
konzentrationen in den Erythrocyten und dem Serum wird geniigend 
genau durch die Gleichung Cp, = 11,5. Cx), mg-% ausgedriickt. 

3. Im Rinderblut ist die Abhangigkeit von der Konzentration 
sehr schwach ausgepriagt. Das Hundeblut nimmt in dieser Hinsicht 
eine Mittelstellung zwischen dem Schweine- und dem Rinderblut ein. 
Die Hammelblutversuche ergaben schwankende Resultate. 

4. Der absoluten GréBe nach sind die Koeffizienten der Chloroform- 
verteilung zwischen den Erythrocyten und dem Serum im Blute ver- 
schiedener Tiergattungen nicht gleich, sondern nehmen folgenderweise 
ab: Schweineblut — Hundeblut — Rinderblut. Bei hohen  Gift- 
konzentrationen ist der Unterschied weniger scharf ausgepragt, und die 
Verteilungskoeffizienten im Blute aller untersuchten Tiere stehen ein- 
ander ziemlich nahe. 
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Uber das Vorkommen von Urobilinogen im Blutserum. 


Von 
L. Farmer Loeb. 


(Aus der I. Medizinischen Klinik der Universitat Berlin.) 
(Eingegangen am 28. November 1931.) 
Mit | Abbildung im Text. 


Theoretische Uberlegungen lieBen es méglich erscheinen, aus 
quantitativen Bestimmungen des Urobilinogengehaltes des Blutes in 
gewissen Fallen Riickschliisse zu ziehen auf die Funktionstiichtigkeit 
der Leberzellen. 

Nach der Theorie Fr. von Millers, die weitgehende Anerkennung 
gefunden hat, entsteht Urobilinogen im Darm durch Reduktion aus 
Bilirubin. Das Urobilinogen wird zum gréBten Teil mit den Fazes 
ausgeschieden; ein kleiner Teil wird resorbiert, gelangt mit dem Pfort- 
aderblut zur Leber und wird hier weitgehend zuriickgehalten. Ob es 
in der Leber ab- bzw. umgebaut oder mit der Galle in den Darm aus- 
geschieden wird, ist nicht sicher bekannt. Der nicht von der Leber 
zurickgehaltene Teil des Urobilinogens gelangt in den groBen Kreislauf 
und wird durch die Nieren ausgeschieden. Die Héhe des Urobilinogen- 
spiegels des peripheren Blutes diirfte hiernach abhangig sein von der 
Menge des der Leber angebotenen Urobilinogens, von der Intaktheit 
der Leberzellen und von der normalen Ausscheidungsfahigkeit der 
Nieren. 

Die bisherigen Versuche, Urobilinogen bzw. Urobilin, das Oxy- 
dationsprodukt des Urobilinogens, im Blutserum nachzuweisen (siehe 
Literaturangabe 1 bis 10), haben zu sehr widersprechenden Ergebnissen 
gefiihrt. Diese Untersuchungen halten einer strengen Kritik nicht 
stand. Aus Griinden der Raumersparnis muB auf eine Begriindung 
dieser Behauptung verzichtet werden. 

Unter Beriicksichtigung des physiologischen und klinischen Inter- 
esses und der schwankenden Ergebnisse der erwahnten Untersuchungen 
erschien es lohnend, nochmals Versuche nach dieser Richtung zu unter- 


nehmen. 
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Aus folgenden Griinden hielt ich es fiir geeignet, nach Urobilinogen 
im Blute zu suchen: 1. Nach der Friedrich von Miillerschen Theorie 
muB man annehmen, dais Urobilinogen und nicht Urobilin im Blute 
kreist. 2. Durch die Arbeiter Hans Fischers ist die Konstitution des 
Urobilinogens weitgehend erforscht. Es gelingt ferner, aus Bilirubin 
Mesobilirubinogen (nach Fischer mit Urobilinogen identisch) in vitro 
rein darzustellen. Man hat hierdurch die Méglichkeit, einwandfreie 
Vergleichslésungen herzustellen. 3. Der Nachweis des roten Meso- 
bilirubinogen- Aldehydkondensationsproduktes gelingt qualitativ (spek- 
troskopisch) und quantitativ (spektrophotometrisch) eindeutig auch 
in geringen Konzentrationen. 


Versuchsmethodik. 


In Vorversuchen mit reinem Mesobilirubinogen, das Prof. Hans 
Fischer (Miinchen) uns liebenswiirdigerweise in gréBeren Mengen zur 
Verfiigung stellte, wurden die giinstigsten Bedingungen zum Nachweis 
des roten Mesobilirubinogen-Aldehydkondensationsproduktes untersucht. 

Es zeigte sich, daB die von Niemann (unter Hans Fischer) aus- 
gearbeit ete Methode besonders geeignet ist. Nach Niemanns Angaben (13) 
wurde 1g umkristallisiertes Paradimethylaminobenzaldehyd in 100cem 
38° iger HCl gelést und unter Kiihlung mit 100 ccm H,O verdiinnt. 
Zur Lésung des Mesobilirubinogens wurde absoluter Alkohol verwandt. 
Zu | Teil alkoholischer Mesobilirubinogenlésung wurde | ‘Teil Aldehyd- 
lésung zugesetzt und der entstehende rote Farbstoff nach 3 Minuten 
mit dem Zeissschen Stufenphotometer, dem Zeissschen Gitterspektroskop 
und dem Zeissschen Handspektroskop untersucht. (Bei den Messungen 
mit dem Handspektroskop diente eine Kohlenbogenlampe als Licht- 
quelle.) 

Die Absorptionskurve mit dem Stufenphotometer bestimmt, zeigte 
folgendes Bild (s. Abb. 1, Kurvea). Die sehr starke Lichtabsorption 
im Bereich der Wellenlangen 430 und 


470 puye ist durch die gelbe Farbe des a= TI 
Paradimethylaminobenzaldehyd (Abb. 1, = - *. 
Kurve b), die starkere Absorption im Be- . S 
reich des Filters S 57 (570 wu) durch das See 
Mesobilirubinogen- Aldehydkondensations- &§ ir 
produkt bedingt. = 4 

Die Untersuchung dieser Lésungen - a we Fe TKO 
mit dem Gitterspektroskop (fiir deren —— Welerlarge 
Ausfiihrung ich Herrn Priv.-Doz. Ernst Abb. 1. 


Bergmann vom chemischen Institut der 
Universitat zu Dank verpflichtet bin), zeigte eine Bande von 569 
uu mit dem Schwerpunkt bei 562 4u, eine zweite Bande 
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von 500,5 bis 486 uu mit dem Schwerpunkt bei 495,5 uu und eine 
totale Ausléschung ab 430 uu nach violett. Die Bande mit dem 
Schwerpunkt bei 562 uu ist die typische Bande fiir das Konden- 
sationsprodukt (sie entspricht der Absorption im Bereich des Filters S 57 
beim Stufenphotometer). Die Bande mit dem Schwerpunkt bei 495 wu 
ist die Urobilinbande; das untersuchte Mesobilirubinogen enthielt 
also auch Urobilin. 

Mit dem Gitterspektroskop lieB sich bei einer Schichtdicke von 
37 mm eine deutliche Bande noch bei einer 0,2 mg-°,igen Mesobilirubin- 
ogenlésung nachweisen. Hierbei ist zu beriicksichtigen, daB, wie eben 
gezeigt wurde, nicht die gesamte abgewogene Mesobilirubinogenmenge 
Mesobilirubinogen ist, sondern daneben noch Urobilin enthielt. 

Mit dem Handspektroskop war die Grenze der Nachweisbarkeit 
in 60 mm Schichtdicke bei 0,3 mg-°,, Mesobilirubinogen. 

Da Urobilinogen an der Luft allmahlich in Urobilin wmgewandelt 
wird, war es wichtig zu untersuchen, ob bei der Bearbeitung des Blutes 
unter Umstanden schon eine Umwandlung des Urobilinogens stattfindet. 
Es zeigte sich, daB in alkoholischer Lésung das Mesobilirubinogen- 
Aldehydkondensationsprodukt sich noch nach 24 Stunden nachweisen 
1aBt. 

Eine weitere methodische Frage betraf die Méglichkeit der Aus- 
fdllung des etwa im Serum vorhandenen Urobilinogens bei der Ent- 
eiweiBung. Theoretisch ist dies nicht anzunehmen, da Alkohol ein 
Lésungsmittel fiir Mesobilirubinogen ist. Es wurde aber zur Klarung 
der Frage eine 4 mg-°%,ige Mesobilirubinogenlésung (in 30°,igem 
Alkohol gelést) zu Serum zugegeben und das Serum dann mit 3 Teilen 
absolutem Alkohol enteiweiBt. Nach Abzentrifugieren des Niederschlags 
wurde zu 1 Teil des enteiweiBten Serums 1 Teil Aldehydlésung (nach 
Niemann) zugesetzt und diese Lésung nach 3 Minuten spektroskopisch 
untersucht. Es gelang einwandfrei, im Zentrifugat das Mesobilirubinogen- 
Aldehydkondensationsprodukt nachzuweisen. 


Versuchsergebnisse. 

Nachdem wir uns so tiber die Nachweisbarkeit des Mesobilirubin- 
ogens in alkoholischer Lésung unterrichtet hatten, gingen wir dazu 
iiber, den Nachweis im Blutserum zu versuchen. 

Es wurden Patienten mit den verschiedensten Erkrankungen 
untersucht; in allen Fallen wurde der Urin auf Urobilinogen geprift. 
Das Blut wurde teils im Niichternzustande, teils nach Nahrungs- 
aufnahme, teils 2'/, Stunden nach Belastung des Patienten mit 150 g 
Honig in 300 ccm Tee [nach Filinski (14)] entnommen. Wie wir uns 
iiberzeugten, nimmt in zahlreichen Fallen nach Belastung mit Honig 
der Urobilinogengehalt im Urin zwischen der zweiten und vierten Stunde 
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deutlich zu, so daB man nach etwa 2!/, Stunden mit einer Anreicherung 


des Urobilinogens im Blute rechnen durfte. 

Unter méglichster Vermeidung der Belichtung wurde das Blut 
sofort zentrifugiert, das Serum anschlieBend mit 3 Teilen absolutem 
Alkohol enteiweiBt und der Niederschlag abzentrifugiert. In einem 
Teile der Falle wurde das enteiweiBte Serum unter Vakuumdestillation 
bei 25 bis 30° eingeengt. Alle weiteren Untersuchungen fanden bei 
kiinstlicher Beleuchtung statt. 

Zum Nachweis des Urobilinogens wurde zu 1 Teil enteiweibten 
Serums | Teil Aldehydlésung (nach Niemann) zugegeben und diese 
Mischung nach 3 Minuten mit dem Spektroskop bei 30 bis 60 mm 
Schichtdicke untersucht. Von der Untersuchung mit dem Stufen- 
photometer wurde Abstand genommen, da die Grenze der Nachweisbar- 
keit mit dem Stufenphotometer eine geringere als mit dem Spektro- 
skop ist. 

Mit der oben beschriebenen Methode wurden bei 87 Patienten 
99 Einzeluntersuchungen ausgefiihrt. 

29 von den untersuchten Patienten hatten weder eine Leber- 
erkrankung, noch eine Blutkrankheit oder eine Kreislaufstérung. Bei 
22 von diesen lieB sich mit dem Ehrlichschen Aldehydreagens deutlich 
Urobilinogen im Urin nachweisen, in den tibrigen Fallen war Urobilinogen 
im Urin nicht nachweisbar. In 47 Untersuchungen wurde das ent- 
eiweiBbte Serum, das durch die Enteiweibung um das Vierfache verdiinnt 
wurde, eingeengt; in 25 Fallen auf das 1'/,fache Serumvolumen, in 
20 Fallen auf das urspriingliche Volumen, in 2 Fallen auf die Halfte 
des urspriinglichen Volumens. Eine weitere Einengung war nicht moéglich, 
da das Serum sich dann triibte. 13 Patienten wurden mit 150 g¢ Honig 
belastet. In keinem dieser Faille lie8 sich Urobilinogen im Serum 
spektroskopisch nachweisen. 

Die folgende Tabelle gibt eine Ubersicht iiber die Falle, bei denen 
eine Leber- bzw. Gallenwegerkrankung oder eine Kreislaufinsuffizienz 
vorlag. 





Zahl der Fille mit 
Diagnose Zahl der Falle vermebrteml robilinogen- 
gehalts des Harns 


Icterus parenchymatosus . ..... . 13 12 
Cirrhosis hepatis 3 3 
Mechanischer Ikterus 2 1 
Hamolytischer Ikterus ? 1 1 
Cholecystitis 4 2 
Kreislaufinsuffizienz 20 17 


Bei 36 der oben angefiihrten 43 Fille war der Urobilinogenge halt 
des Harns vermehrt, zum Teil sehr betrachtlich. In drei von diesen 
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Fallen (zwei Falle von Icterus catarrhalis, ein Fall von Lebercirrhose), 
die alle drei eine starke Vermehrung des Urobilinogengehaltes des 
Urins zeigten, gelang der Nachweis von Urobilinogen im Blutserum. 
In zwei dieser Falle wurde dieser Nachweis an zwei an verschiedenen 
Tagen entnommenen Blutproben erbracht. In diesen beiden Fallen 
konnte ferner durch das Verschwinden der Urobilinogenbande und durch 
das Auftreten der Urobilinbande nach Belichtung der unbehandelten 
enteiweiBten Serumprobe der eindeutige Beweis erbracht werden, dab 
es sich in der Tat um Urobilinogen handelte. In dem dritten Falle 
konnte aus dubBeren Griinden dieser Versuch nicht angestellt werden. 

Aus diesen Untersuchungen geht hervor, daB in gewissen Fallen 
Urobilinogen im Serum in einer Konzentration von mindestens 0,3 mg-°, 
vorhanden ist. Unter dieser Konzentration lieB sich das Urobilinogen 
mit den angewandten Methoden nicht nachweisen. Unsere Befunde 
sprechen gegen die Theorie der renalen Entstehung des Urobilinogens. 
Sie sind nach unserer Meinung eine weitere Stiitze fiir die Friedrich 
von Miillersche Theorie vom Kreislauf des Urobilinogens. 


Zusammenfassung. 
1. Die bisherigen Untersuchungen tiber den Nachweis von Uro- 
bilinogen und Urobilin im Blutserum halten einer strengen Kritik 


nicht stand. 
2. Es gelingt, in drei Fallen Urobilinogen als Aldehydkondensations- 
produkt spektroskopisch nachzuweisen. 


Frau stud. phil. Morgan bin ich zu Dank verpflichtet fiir ihre 
Hilfe bei der Ausfiihrung dieser Versuche. 
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Der Hefeeinflub 
auf das Leberglykogen bei verschiedener Ernihrung. 


Von 
Hajime Aida. 


(Aus der Experimentell-biologischen Abteilung des Pathologischen Instituts 
der Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 29. November 1931.) 


Die Frage des Hefeeinflusses auf das Leberglykogen bei ver- 
schiedener Ernahrung, besonders bei verschieden zuckerhaltiger Er- 
nihrung, habe ich (1) vor kurzem an Hunden genauer untersucht. 
Aus dieser Arbeit, die ich im AnschluB an friihere Versuche von Pi-Suner 
Bayo und Liss (2) ausgefiihrt hatte, ging unter anderem hervor, dab 
die perorale Hefegabe nur dann glykogenisierend wirkt, wenn sie gleich- 
zeitig mit einer geringen Zuckermenge gegeben wird. Daher konnte 
auch Osuka (3) eine Steigerung des Leberglykogens bei seinen ruhenden 
Ratten mit Hefe im Gegensatz zu denen ohne Hefe feststellen, da seine 
Rattennahrung verhaltnismaBig zuckerarm war. Es fehlten jedoch 
bisher systematische Versuche iiber den EinfluB der Hefefiitterung 
auf das Leberglykogen bei verschieden zuckerhaltiger Nahrung an 
Ratten, so daB ich beschloB, diese Liicke mit der vorliegenden Studie 
auszufiillen. 

Die Versuchsanordnung war folgende: 16 weiBe. mannliche Ratten 
im Gewicht von 85 bis 110 g saBen einzeln in GlasgefaBen auf Sagespinen 
Der Futternapf wurde an einem Draht in den Kafig hineingehingt und 
enthielt pro Tier eine Grundnahrung von: 

3a¢@ Weizenschrot. 

3g¢ Maisschrot, 

2g Casein fiir Nahrzwecke und 
30 cem Wasser. 


Dies ist eine Nahrungszusammensetzung fiir Ratten, wie sie in ahnlicher 
Form schon 6fters im hiesigen Institut fiir Rattenversuche verwendet 


worden war (4). 

Die Ratten wurden in zwei gleich groBe Gruppen geteilt, und zwar 
in Hefe (H)- und in Nichthefe (N)-Tiere. Je zwei Ratten der beiden Gruppen 
erhielten dann als Zulage zu obiger Grundnahrung taglich pro Tier 2 ¢ 
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Traubenzucker (und zwar die Ratten: H 2a, H 2b, N 2a, N 2b), je zwei 
weitere Ratten pro Tier und Tag | g Traubenzucker (Ratten: H la, H Ib, 
N la, N Ib), ferner je zwei Ratten pro Tier '/; ¢ Traubenzucker (Ratten: 
H 1/2a, H 1/2b, N 1/2a, N 1/2b). wahrend die letzten vier Ratten nu 
die Grundnahrung ohne Zuckerzulage erhielten (Ratten: H *< a. H * b. 
N — a, N — b). 

AuBer der Zuckerbeilage, die die entsprechenden Tiere der H- und 
N-Gruppe im gleichen MaBe bekamen, erhielten ausschlieBlich siimtliche 
H-Tiere (H 2a, H 2b, H la. H 1b, H 1/2a, H 1/2b) pro Tag eine Zulage 
zur Nahrung von 0,5 g Trockenhefe. 

In der Tabelle I sind die Gewichte der Tiere verzeichnet. Es ergibt 
sich aus dieser Tabelle, daB die Tiere durchweg im Laufe des Versuchs 
an Gewicht zugenommen haben. 

Aus den in der Tabelle I] ablesbaren Durchschnittswerten der 
Prozente Glykogen in der frischen Leber folgt, daB die Hefe bei der 
vorliegenden Grundnahrung erst bei Zuckerzulagen von I bis 24 pro Tier 
glykogenisierend zu wirken vermag. 


Tabelle TI. 


Glykogenwerte der frischen Leber in Prozenten. 





29. Juni 6. Juli 13 Juli 20. Juli Durchschnitt 
H 2a 1.71 | a 
H 2b 1,88 ; o- 
H la 0,74 | 
) 
H 1b 2.06 | 1a 
H1'2a 0,37 | ' 
H1/2b 0.91 Pew 
H+ 0,59 | : 
).48 
Hb 0,38 | = 
N 2a 0,16 | ‘ 
0.59 
N 2b 1.03 | 
N la 0,09 0.24 
N 1b 0.40 | 
N1i/2a 1,01 | = 
: 2 1,63 
N1/2b 2,25 } 
Na 0,86 0,42 | 0.64 
Nb | 


Die gegebene Grundnahrung ist also auch noch bei Zulage von 
1/,¢ Zucker pro Tier als gemischt anzusprechen; denn bei einer solchen 
gemischten Nahrung ist, wie Osuka (5) nachgewiesen hat, der Glykogen- 
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gehalt der frischen Leber bei den mit Hefezusatz gefiitterten Ratten 
ein wenig niedriger als bei den ohne Hefezulage gefiitterten Ratten. 
Ich befinde mich daher mit den Ergebnissen meiner vorliegenden 
Studie in Ubereinstimmung mit der Literatur. 
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Untersuchungen iiber das Wesen des Bordetschen .Colloide de 
boeuf* und der .Erythrocyten-Konglutination*. 


Von 
Ivan Gyorify. 
(Aus dem Bakteriologischen Institut der Universitat in Budapest.) 


(Eingegangen am 2. Dezember 1931.) 


Ausgehend von friiheren Versuchen von Bordet und Gay stellte 
Streng fest, daB aktives Rinderserum Meerschweinchenerythrocyten in 
auffallend groben Flocken agglutiniert und hamolysiert; inaktives 
tinderserum dagegen aéuBert eine 4hnliche Wirkung nur bei Gegenwart 
von aktivem Pferdeserum. Nachdem die Erscheinung nicht mit der 
Himagglutination und Hamolyse in serologischem Sinne identifiziert 
werden konnte, wurde ihre Erklarung durch die Einfiihrung einer 
neuen Theorie versucht, wonach die Meerschweinchenerythrocyten 
durch eine spezielle Substanz der Rindersera ,,colloide de boeuf“ nach 
Bordet, oder ,,Konglutinin’ nach Streng bei Gegenwart von spezifischen 
Sensibilisatoren und Alexin ausgeflockt und hamolysiert werden. 

Ich konnte schon bei der Wiederholung der Bordet- und Strengschen, 
besonders aber der Strengschen Versuche bemerken, dal die Kon- 
glutinationstheorie keineswegs eine befriedigende und tiberzeugende 
Erklarung der beschriebenen Erscheinungen gibt. Der Weg meiner 
weiteren Untersuchungen ergab sich von selbst durch die Beobachtung, 
daB unter den genannten Versuchshbedingungen keine Erythrocytenflocken, 
sondern Liweifkoagulate gebildet werden. 

Verglichen wurde die Wirkung von Rinderseren auf Meerschweinchen- 
erythrocyten mit der von normalen Pferde-, Schweme-, Hunde- und 
Katzenseren. Die genannten Sera — mit Ausnahme des Pferdeserums 
himolysierten die Blutkérperchen innerhalb 5 bis 10 Minuten ohne 
eine vorangehende Agglutination. In Pferdeseren trat eine unvoll- 
kommene Hamolyse erst nach 10 bis 12 Stunden auf, der spater eine 
kaum bemerkbare Flockenbildung folgte. In Rinderseren erfolgt dagegen 
innerhalb 5 bis 10 Minuten eine vollkommene Lyse der Meerschweinchen- 
Blutzellen und zu gleicher Zeit die Bildung von feinen Flocken. Durch 
sanftes Schiitteln der Versuchsréhrchen nimmt die Zahl und GréBe 
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der letzteren allmahlich zu, und nach vollkommener Héamolyse ballen 
sich die Flocken zu einer weifen, festen Masse zusammen. Dieses charak- 
teristische Verhalten ist nur den Rinderseren eigen. Abhnliche Er- 
scheinungen konnte ich noch bei Pferdeseren, aber nach langerer Zeit 
und nur andeutungsweise beobachten ; dabei wirkt der Umstand stérend, 
daB die himolysierende Wirkung des Pferdeserums unvollkommen und 
daher die Suspension undurchsichtig ist. 

Die in der Mischung von Rinderserum und Meerschweinchen- 
erythrocyten entstandenen Flocken kénnen bei oberflachlicher Be- 
sichtigung tatsdchlich mit Erythrocytenkonglomeraten verwechselt 
werden, doch ist die Masse derselben viel gréBer, als man nach der 
Menge der Erythrocyten erwarten kénnte ; dies war besonders auffallend, 
wenn die Erythrocytenmenge bei gleichbleibender Serummenge stufen- 
weise verringert wurde. Im Moment der Entstehung dieser Flocken 
wurde deren Farbe durch die Suspension der noch nicht aufgelésten 
Zellen verdeckt ; bei sorgfaltiger Betrachtung kann aber schon in dieser 
Phase des Vorganges erkannt werden, daB die Farbe der Agglomerate 
bedeutend heller ist als die von roten Blutkérperchenflocken. Die 
Flocken sind nach beendeter Hiimolyse entschieden weiBlich und 
stellen unter dem Mikroskop eine homogene Masse dar, die sich aber 
nach einigen Stunden zufolge Imbibition mit dem gelésten Farbstoff 
rotet. Die Flocken bei echter Hamagglutination werden dagegen von 
Erythrocyten gebildet, ihre Farbe ist dementsprechend immer blut- 
farbig. Es mu ferner betont werden, daB vor der Lyse der roten Blut- 
kérperchen in Rinderseren ebensowenig eine erhebliche Agglutination 
zustande kommt wie in anderen himolysierenden Normalseren. 

Es fragt sich nun, welche Rolle den Formelementen des Blutes 
beim Hervorbringen dieser Erscheinung zukommt ? Zur Beantwortung 
dieser Frage fiihrte ich den nachfolgenden Versuch mehrmals durch: 

1. In einem Versuchsréhrchen mischte ich 1 cem Rinderserum 
mit 1 Tropfen sedimentierten Formelements von defibriniertem Meer- 
schweinchenblut. 

2. In einem zweiten Versuchsréhrchen wurde 1 ccm Rinderserum 
mit 2 bis 10 Tropfen solchen Meerschweinchenserums versetzt, welches 
vorher mit Formelementen des Blutes 12 Stunden lang im Schiittel- 
apparat geschiittelt wurde. 

Wahrend sanften Schiittelns beider Versuchsréhrchen trat im 
ersten innerhalb 5 bis 10 Minuten Hamolyse und bald eine Anzahl 
von Flocken auf; dhnliche Flocken waren nach 10 Minuten aber auch im 
zweiten Réhrchen entstanden. Der Verlauf beider Vorgange stimmte 
weitgehend iiberein: in beiden Fallen nahm die Zahl und Grépe der 
Flocken allmdhlich zu, bis sie endlich eine weife, zusammenhdngende 
Masse bildeten. Die Ausflockung verlief also auf abnliche Weise, gleich- 
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gultig, ob in den Mischungen Erythrocyten anwesend waren oder nicht. 
Es soll auch bemerkt werden, daB in Mischungen von Rinderseren mit 
gewohnlichen (nicht geschiittelten) Meerschweinchenseren eine ahniiche 
Flockulation nie beobachtet werden konnte. Die beschriebenen Versuche 
weisen also darauf hin, daB zur Entstehung dieser Flocken nicht die 
Anwesenheit der Erythrocyten, sondern die Anwesenheit gewisser Sub- 
stanzen notwendig ist, die beim Versuch 1 zufolge der Héimolyse, beim 
Versuch 2 durch die mechanische Schddigung der geschiittelten Form- 
elemente aus letzteren ausgetreten sind. Die Flocken miissen sonach aus 
Eiweifstoffen der Rindersera zufolge der Einwirkung von Blutzellen- 
Bestandteilen hervorgegangen sein. 

Es fragt sich nun, von welchem SerumeiweiB diese Koagulate 
herstammen und was eigentlich jene von den Formelementen des 
Blutes austretende Substanz ist, die diese Koagulation hervorzurufen 
vermag? Das SerumeiweiB, welches durch die aus den Formelementen 
stammende Substanz zur Koagulation gebracht wird, ist wohl Fibri- 
nogen; die von den Formelementen stammende Substanz aber kann als 
Thrombokinase betrachtet werden. 

Gleiche Versuche wurden — in wechselnden quantitativen Ver- 
haltnissen — auch mit anderen Seren (Pferd, Schwein, Hund und Katze) 
durchgefiihrt; eine abnliche Flockulation bei Anwesenheit von ge- 
schiitteltem Meerschweinchenserum (zweiter Versuch) wurde aber 
nur in Pferdeseren beobachtet ; Zabl und GréBe der Flocken war aber 
auch hier viel geringer als beim Rinderserum. 

Es ist bemerkenswert, daB sich die Kochsalzlésung des aus Rinder- 
serum durch Dialyse gewonnenen Niederschlags hinsichtlich der 
Flockulation ahnlich verhalt wie Vollserum. Es werden bekanntlich 
durch die Dialyse aus den Seren diejenigen EiweiBstoffe prazipitiert, 
deren Léslichkeit (Stabilitat) am geringsten ist. Dazu gehdért in erster 
Reihe das Fibrinogen, welches das labilste Protein des Plasmas darstellt. 
In ,,konglutinierenden“ Seren (Rinder- und Pferdeseren) muB sonach 
eine gréBere Menge residuellen Fibrinogens anwesend sein; ich ver- 
suchte sonach, tiber die relative Menge dieses Fibrinogens eine Orien- 
tierung zu gewinnen. Es wurde dabei festgestellt, daB sich in Rinderseren 
bei 25°, im Pferdeseren bei 27°, in anderen Seren aber erst bei 30°, 
Ammoniumsulfat ein bleibender (durch Schiitteln sich nicht lésender) 
Niederschlag bildet; da die bei 28°, ausfallenden Blutproteine als 
Fibrinogen bezeichnet werden, so folgerte ich, daB in Rinder- und Pferde- 
seren nach der Blutgerinnung eine bedeutende Menge von Fibrinogen in 
nativem Zustande zuriickgeblieben war. Die eigenartige Reaktion zwischen 
Rinderserum und Meerschweinchenblutzellen beruht sonach darauf, 
daB residuelles Fibrinogen des Rinderserums durch gewisse aus Blut- 
zellen stammende Stoffe zur Ausflockung gebracht wird. 


2G * 
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Es seien hier die Untersuchungen von Maltener und Johnston! erwahnt, 
die gezeigt haben, daB das durch Behandlung mit Thrombocyten fibrinogen- 
frei gewordene Rinderserum ,,Meerschweinchenerythrocyten nicht aus- 
geflockt*’. Diese Autoren schlossen auf Grund dieser Beobachtung, daB 
der als Konglutinin bezeichnete Rinderserumbestandteil wahrscheinlich 
als residuelles Fibrinogen zu betrachten ist. 

In den Mischungen von inaktivem Rinderserum und Meer- 
schweinchenblutzellen erfolgte die Flockulation nur in dem Falle, 
wenn diesem System eine gewisse Menge Komplemente (frisches Meer- 
schweinchenserum) zugefiigt war. Es ist also klar, daB zu dieser Aus- 
flockung die Anwesenheit der thermolabilen Serumbestandteile notwendig ist. 
Die Rolle des Komplements scheint sonach eine doppelte zu sein: 
seine Anwesenheit ist einerseits nétig zur Aktivierung der hamoly- 
sierenden Normalamboceptoren des inaktiven Rinderserums und 
andererseits zur Koagulation des Fibrinogens. [Die Bedeutung des 
Komplements fiir die Fibrinogenkoagulation ist schon lingst bekannt ; 
Hans J. Fuchs und M. v. Falkenhausen (2).) 

Der Mechanismus des im Rinderserum bei Anwesenheit von Meer- 
schweinchenblutzellen sich abspielenden Vorgangs kann sonach auf 
Grund meiner Untersuchungen auf folgende Weise gedeutet werden: 
aus Formelementen des Meerschweinchenblutes wird eine Substanz frei, 
die das residuelle Fibrinogen des Rinderserums zur Ausflockung bringt. 

Es war durch Titrierung festgestellt, daB sich durch Schitteln 
die aktivierende Wirkung der Sera allmahlich verringert und endlich 
verloren geht, was tibrigens seit den Beobachtungen von Jakobi (3) 
und anderen Autoren wohl bekannt ist. 

Die Faktoren, die sich bei diesem Vorgang beteiligen, sind folgende : 
1. Seitens des Rinderserums: a) natives (residuelles) Fibrinogen, 
b) Normalsensibilisatoren (Amboceptoren) gegen Meerschweinchen- 
blutzellen und c) Alexin (Komplement). 2. Seitens der Meerschweinchen- 
blutzellen: die zur Fibrinogenausflockung nétigen Stoffe aus den 
Formelementen. 

Die Theorie der sogenannten ,,Konglutination® beruht sonach 
auf einer Verkennung dieser eigentiimlichen Ausflockungserscheinung ; 
es wurden folglich an die Benennungen ,,Konglutination™ und ,,Kon- 
glutinin“ irrtiimliche Begriffe gebunden. Namentlich: 1. Die Substanz, 
die im Sinne der Konglutinationstheorie als Konglutinin bezeichnet 
wurde, entfaltet keine agglutinierende Wirkung auf die Blutkérperchen, 
im Gegenteil werden die entstandenen Flocken von dieser Substanz 
selbst gebildet ; bei diesem Vorgang werden sonach keine Erythrocyten- 
konglomerate, sondern Fibrinkoagulate gebildet. 2. Die Existenz 
eines ,,Konglutinins’’ konnte durch meine Versuche nicht erwiesen 
werden, und das Zustandekommen des Phinomens macht die Annahme 











nt, 


en- 
us- 
jab 
ich 


er- 
le, 
er- 
18- 
st. 
im: 
lv- 
nd 
les 


it ; 








Wesen des Bordetschen .,Colloide de boeut** usw {39 


eines solchen tiberfliissig. 3. Vorbedingung der sogenannten Kon- 
glutination ist die Anwesenheit von Alexin (Komplement). Die Rolle 
der spezifischen Sensibilisatoren (Amboceptoren) ist nicht die Vor- 
bereitung der Zellen zur Ausflockung durch das sogenannte Konglutinin, 
sondern die Formelemente, bei Gegenwart von Komplement, aufzulésen, 
wodurch zur Fibrinogenausflockung dienende Substanzen frei werden. 
Komplement ist auBerdem auch bei der Fibrinogengerinnung beteiligt 


Zusammenfassung. 

Es entstehen in Rinderseren bei Anwesenheit von Meerschweinchen- 
blutzellen gleichzeitig mit der Hamolyse Flocken von zunehmender 
GréBe, die zuletzt zu einer zusammenhangenden Masse verkleben, 
sie werden nicht von roten Blutkérperchen gebildet, sondern von resi- 
duellem Fibrinogen, das durch Stoffe, stammend aus Formelementen 
des Blutes, zur Gerinnung gebracht wird. Vor der Hamolyse er- 
folgt keine Agglutination der roten Blutkérperchen; bekanntlich ist 
dies der Fall auch bei anderen Seren, die Normalhimolysine gegen Meer- 
schweinchenblutzellen enthalten. Es steht die Ausflockung (Koagulation) 
in Zusammenhang mit der Himolyse, da die zur Gerinnung des residuellen 
Fibrinogens notwendigen Stoffe erst im Laufe der Hamolyse frei werden. 
Zur Bildung der Flocken ist auch Komplement notig, einerseits weil der 
hamolytische Effekt der Amboceptoren nur bei Gegenwart des Kom- 
plements zustandekommen kann und andererseits, weil der ProzeB 
der Fibrinogenkoagulation auch vom Komplement abhangig ist. Das 
besondere Verhalten der Rindersera ist durch den Umstand verursacht, 
daB Sera eine bedeutende Menge von residuellem Fibrinogen enthalten. 

Die Existenz eines besonderen ,,Konglutinins‘’ bezw. eines be- 
sonderen ,,colloide de boeuf‘ konnte durch meine Versuche nicht er- 
wiesen werden, und das Zustandekommen des Phanomens macht die 
Annahme eines solchen iiberfliissig. 


Literatur. 


1) The Journ. of Immunology 6, 349, 1921. 2) Diese Zeitschr. 1S4, 
172, 1927. — 3) Ebendaselbst 69, 127, 1915. 
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Il. Mitteilung: 
Versuche mit verschiedenen Substraten. 


Von 


Bruno Kisch. 


(Aus der chemischen Abteilung des physiologischen Instituts der Universitat 
K6ln a. Rh.) 


(Eingegangen am 3. Dezember 1931.) 


In der ersten Mitteilung! wurde der EinfluB verschiedener Katalysa- 
toren auf die oxydative Desaminierung des Glykokolls und seiner 
Ester gepriift und festgestellt, daB die Spezifitat der Katalyse der 
Glykokolldesaminierung durch Brenzkatechinderivate durch die 
o-Chinongruppe im Molekiil bedingt wird, da die Intensitdt dieser 
spezifischen Wirkung aber von dem Einflu8 von wirksamen atomaren 
Hilfs- oder Hemmgruppen des Katalysatormolekiils abhangt. 

Wie sehr der Bau des Substratmolekiils als zweiter Koeffizient 
bei der Wirkung des o-Chinonfermentmodells eine Rolle spielt, ging 
schon ,aus friiheren Untersuchungen? hervor, sowie aus der gesetz- 
maBig verschiedenen Ammoniakausbeute bei der Desaminierung von 
Glykokoll einerseits und Glykokollestern! andererseits, tiber deren 
Zustandekommen auch eine der nachsten Mitteilungen ausfiihrlich 
berichten wird. Da gezeigt werden konnte!, daB Brenzkatechin zwar 
Glycin oxydativ zu desaminieren vermag, Glycylglycin und Glykokoll- 
athylester aber innerhalb der bisher untersuchten Versuchsbedingungen 
nicht, wahrend Oxyhydrochinon diese Ester unter geeigneten Versuchs- 
bedingungen vier- bis sechsmal reichlicher desaminiert als das Glykokoll, 
so sollte zunidchst untersucht werden, wie sich die einzelnen Brenz- 
katechinderivate verschiedenen Substraten gegeniiber quantitativ als 
Katalysatoren oxydativer Desaminierung verhalten. 


' Diese Zeitschr. 242, 1, 1931. 
2 Ebendaselbst 236, 380, 1931, daselbst auch die friihere Literatur 
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Hieriiber liegt von Hdlbacher und Kraus! die Angabe vor, daB bei 
Alanin, Leucin, Valin, Glutaminsaéure, Phenylalanin, Tyrosin, Ornithin, 
Lysin, Arginin, Histidin, Tryptophan, Prolin, Cystin und Taurin das 
Adrenalin im Gegensatz zu seiner Wirkung bei Glycin keine .,auch nur 
annahernd* so starke oxydative Desaminierung bewirkt. Nur bei Cystin 
fand sich eine etwa ein Fiinftel so starke Wirkung wie bei Glycin, wihrend 
die anderen genannten Verbindungen nach Edlbacher und Kraus nur ,,in 
minimalsten gerade noch meBbaren Spuren‘’, zerlegt wurden. 

In eigenen Versuchen* konnten diese Angaben fiir Alanin, Dioxy 
phenylalanin und Glutaminsiéure bei py 6,9 bis 8,0 fiir die Omegakatalyse 
der Aminoséuredesaminierung bestitigt werden und neuerdings® fiir Alanin, 
Valin und Glutaminséure, auBer fiir das oxydierte Adrenalin (Omega) 
auch fiir die Oxydationsprodukte von Brenzkatechin, Adrenalon, Oxyhydro- 
chinon und Gallussaure. 


Methodik. 


Als Methodik wurde die in der ersten Mitteilung genau beschriebene 
verwendet. Zur Vermeidung des Schaéumens wurde in jedes Reaktions- 
gefaB noch '/,cem reinen fliissigen Paraffins gebracht. Die Durchliiftung 
nach Laugenzusatz wurde auf 2'/, Stunden ausgedehnt. Nachzutragen wire 
zur Methodik der ersten Mitteilung, daB bei der Titration als Indikator 
Methylrot sehr gut zu verwenden ist. Wenn alle Lésungen, die man bei 
den Ansiétzen und Vorlagen verwendet, mit CO,-freiem Wasser hergestellt 
und CQ,-sicher verwahrt werden, kann man auch Phenolphthalein als 
Indikator verwenden. 

Bei allen Proben enthielten die Ansaétze m/40 Substrat, m/1000 Kata- 
lysator und, wenn Sublimat zugesetzt wurde, m/4000 Sublimat. Wie 
schon friiher betont, sind wegen der unvermeidbaren Unterschiede der 
Durchliiftungsstarke verschiedener Versuchsreihen miteinander quantitativ 
vergleichbar stets nur die Versuche einer Reihe. 

Wenn im nachfolgenden der Kiirze halber von Adrenalin usw. geredet 
wird, so ist immer zu betonen, da es sich bei diesen Substanzen nur um 
die Katalysatormuttersubstanz handelt, der Katalysator selbst aber, wie 
wir das beziiglich Adrenalin und Omega‘* bewiesen haben, ist das sich 
bildende o-Chinon®. 


Versuchsergebnisse. 

Tabelle I gibt nur eine Auswahl der sehr zahlreichen mit ver- 
schiedenen Katalysatoren an verschiedenem Substrat ausgefiihrten 
Versuchsreihen. 

AuBer der bereits friiher festgestellten Verschiedenheit der 
katalytischen Wirkungsintensitaét verschiedener Brenzkatechinderivate 
zeigen sich noch weitere GesetzmaBigkeiten, die das Substrat betreffen. 

So sieht man zunachst, daB die Brenzkatechinderivate, die eine 
Glykokolldesaminierung nicht merklich férdern, wie: Hydrochinon, 


1 Zeitschr. f. physiol. Chem. 178, 239, 1928. 
2 Diese Zeitschr. 236. 380, 1931. 

3 Ebendaselbst 242, 1, 1931. 

4 Ebendaselbst 220, 370, 1930. 











* Ohne Sublimatzusatz. 
+ Schlecht durchliiftet. 
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Tabelle I. 
5 Verbrauch von ecm m/50 HCl 
me = der Vorlage bei je 20ecm m/40 Substrat 
Versuch 5 Zz 1 Katalysator - S 

ronaT = 5 Pu de = a = = = = = = =. 

e|s S\8/5 |2'8'2 €\8' ss 

= = t. zo- = — |g sy 
ee Rilirim | ol cS 
Nr. *C Std. ™ a 
168a 40) 16 7,2 Brenzcatechin 0,3'0,1 0,3 |- 0.1.0.1 0,2 0,2 
157 41 | 16 | 7,6 1.90.5 0,6 0,2)1,1 0,7 0,5 0.4 
1667+ 40) 43 76 1.90,1 0.4 0,7 0,2 0,4 0,1 0,2 
178a 40 43 7,9 m 5.16.5 0,8 0,2)1,2 O.8 0.4 0.4 
172* 41*| 43 7,1 Oxyhydrochinon 3.00.5 1,3 0.9 0.3.0.2 0,3 0.2 
156 41* 157 7,6 ; 1.1.0.2 0,9 0,0/0,4;0,2'0,.1 —)} 0,0 
172a* 41* 43° 8,0 4.70.9 1,5 1,1 0.7 04 0,2 0,2 
168* | 40 | 16 7,2 Adrenalin 0.90.1 0.2 —/0,2)0,2)0,0 0,3 0.1 
167* | 41 | 14° 7,6 n 2403 0.4 —|0,3'0,2\0,3 |0,2) 0,2 
159 41 | 16 7,6 - 3.4.0.2 0,5 0,0/0,8 0,3 0,1 0.1 
158 40 | 16 | 7.6 350.3 0.7 0,110.8 0,4:0,38 |— 0,1 
178 40 | 48 7.6 4604 1,1 0,1/1,1 0.6 04 0.4 
175a 49 | 15 | 71 Adrenalon 0.402 04 0,00,3 — 0,2 0,3 01 
157a 441 | 16 7,6 é 0.6 0.2505 0,2/0,30,3:03 — 03 
173* 41/115 79 ms 0.503 06 —0,40,3.0,2 0,6 0,3 
174* 41/16 71 Gallussaure 0.50.1 0,6 0,203 — 03 0,2 — 
158a 40/16 7, - (0,9 :0,1 0.4 0,10,4 0,2 0,2 0,0 
I74a* 41) 16 8,1 | 1,301 1,1 0,206 — 04 0,3 0,2 
164 40116 76, Hydrochinon 0,2 — 0,1 |—'0,0.9,0 — 
159a° 41 | 16 76 ‘ 1.0.0.1 |0,7 0,00,3 0,1 0,2 03 
180 40 15 79 . 0.7.01 0.8 0,1.0,2 0,4 0,2 
163 39 15 76 p-Chinon 0.4.0.1 0,3 0,1.0,1 0,001 0,0 
165 40 | 15 | 7.61] se 0.2.0.1 0,35 — 0.0 0,.25.0,1 0,0 
162a 40 15 76 Pyrogallol 0.3.0.1 (0,2 0,00,1 0,0 0,1 0,2 
l6ia 40 15 7,6) Protocatechusaure 0,4 0,1 0,35 — 0,2 0.1.9.4 0,2 0,1 
176* 40) 16 7.9) ” 0.20.2 0,4 0101 — 92 9,2 0.2 
162 40 15 76 | Dioxyphenylalanin | 0,3 0,0 0,3 0,0.0,1 9.10.0 0.1 
163 39*| 15 | 76 Diathylamino- 0.4.02 0,3 02040402 — 04 
acetobrenzcatechin | 

164 40* 16 7,6 is 0.4.0.0 0,7 0,3.0,5 0,4 - 
184 40*| 43 7,9 a 0.403 0.4 — 0,3 — 03 0,3 
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p-Chinon, Pyrogallol, Protocatechuséure, Dioxyphenylalanin und Di- 
ithylaminoacetobrenzkatechin, ebenso unwirksam beziiglich der Des- 
aminierung von allen tbrigen untersuchten Aminosduren sind. 


Es sei jedoch ausdriicklich betont, daB diese Angabe zunichst 
nur fiir das pg-Bereich 6,9 bis 8,0 der Ansitze festgestellt wurde. 
Untersuchungen iiber die Wirkung dieser Brenzkatechinderivate in 
alkalischerem Medium bringt demnachst die IV. Mitteilung. 

Beziglich der Spezifitat der Glykokolldesaminierung durch Brenz- 
katechinderivate ist vor allem das Sarkosin zu erwaihnen, das auch 
von den wirksamsten Katalysatoren der Glykokolldesaminierung 
unserer Reihe bei px 6,9 bis 8,0 unbeeinfluBt bleibt. Ebensowenig 
wird ‘Taurin unter diesen Bedingungen desaminiert. 


Beziiglich der wtbrigen gepriiften Aminoséuren erscheinen die 
Resultate beim Serin am auffalligsten. Wahrend Alanin von Omega 
(sehr wahrscheinlich ist Omega das Chinon des Adrenalins) und den 
Oxydationsprodukten von Brenzkatechin, Adrenalon, Oxyhydrochinon 
und Gallusséure nicht merklich desaminiert wird (s. Tabelle IT und ILI), 
ist die Ammoniakausbeute bei Anwendung dieser Katalysatoren bei 
Serin weit jenseits der Fehlergrenze des Versuchs und betrigt bei 
pu 7,6 bis 8,0 ein Drittel bis ein Viertel des bei Glykokolldesaminierung 
optimal erhaltenen Wertes. 

Das ist, wie gesagt, vor allem mit Hinblick auf das gegen oxydative 
Desaminierung durch o-Chinonkatalysatoren refraktare Alanin besonders 
bemerkenswert. Die Einfiihrung einer OH-Gruppe, die an das end- 
standige C-Atom im Molekiil des Alanins gebunden ist, macht das 
Serin somit fiir die Katalyse der Desaminierung durch das o-Chinon- 
fermentmodell zuganglich, aber die Ausbeute an Ammoniak bleibt 
wesentlich geringer als bei Glycin als Substrat, und es ist, worauf gleich 
zurickzukommen sein wird, fiir Serin nicht Omega, sondern oxydiertes 
Oxyhydrochinon der wirksamste Katalysator der Desaminierung 
unter den gepriiften Brenzkatechinderivaten bei py 6,9 bis 8,0. 

Es sei in Zusammenhang damit darauf verwiesen, dab Edlbacher 
und Kraus (l.c.) fiir Cystin beziiglich der Omegakatalyse der oxy- 
dativen Desaminierung ahnliches beschrieben (s. das oben Gesagte). 


CHg 
CH; CH,OH CH, .S—S. CH, | 
| | CH, 
CHN Hy, CHNH, CHNH, CHNH, | 
| CHNH, 
COOH COOH COOH COOH 
Alanin Serin Cystin COOH 
i] + + a-Aminobuttersaiure 
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Bemerkenswert sind zum Teil auch die mit den tibrigen Amino- 
siuren der Tabelle I erhaltenen Resultate. 

AuBer Serin wird noch Leucin in merklichen, wenn auch geringeren 
Mengen desaminiert. 

Auffallig ist, bei der Katalyse mit Brenzkatechin, Oxyhydrochinon 
und Adrenalin, daB [soleucin ganz deutlich weniger reichlich desaminiert 
wird als Leucin. Dies geht auch klar aus den Versuchen 194 und 195 
der Tabelle II hervor. Valin wird ebensowenig von unseren Katalysa- 
toren desaminiert wie Isoleucin. 


Tabelle II. 








o Verbrauch von n50 HCI der Vorlage 

= = bei Anwendung von m/1000 

Versuch S. Pu E Substrat m 40 Q £ = = & = a = 
E : stipes bie i8iaié 
“ ag Reis s,3\7|% 

Nr 0 Std e ‘ < - 

207 40 74 16 d, l-Serin 0,3 | 0,7 | 0,5 0,1. 0,1 

209 40 7.6: 18 mM 05 1,0 O08 O53 O05 - 

192* 42 80) 40 i 0.6 | 1,5 |0,7| 0,5 0,4 

193 40 8.0. 49 - 1.0 | 2,3 1,3) 0.8 | 0.9 

210 40' 8.0) 18 " 05 09 OS 04 O6 

194* 39 7,6 16 l-Leucin 0304105 O01 0,2 

195 40 7,6) 16 i 0.5 0,7 08 0,0 02 

188 88 | 7,6 | 44 ‘ 02°10 04 08 0.7 

192* | 42 8,0) 40 + 0,8 | 1,0 | 0,7 | 0,2 | 0,3 

193 40 8.0 40 if 13 15°09 06 06 

194* 39 7,6 16 Isoleucin 01 O01 0,0 0,0 Of 

195 40 7,6 16 a 0.303 01 01 0.0 

190* “41 7,6 16 Valin 0.1 01 O01 O01 0 

191 40 7.6 16 e 0,2 | 0,2 0,2! 0,1 | ¢ 

190* 41 7,6 16 Alanin 00 02 O14 O1 0,0 

191 40' 7.6 16 s 04 03 04 0.2 0,0 — 

196* (40 7,6 16 Glykokoll 04 1,2 23 03 O05 

197 40 76 16 A 10 1,2 26 02 04 O41 0,0 

209 40 8.0 18 ” 1,8 1,8 4,0 0,9 1,0 

196* 40 7,6 16  Glykokoll-Athyl-Kster 0,3 3,0 1,0 0,2 0,7 

197 40 7.6 16 . 02 48°14 0,2 0,6 

207 (40 7,4) 16 Glycyl-Glycin 0,6 2,7 1,6'0,7 0,8 

198* 40 7,6 43 0,2 | 4,9 | 2,1} 1,9 | 1,2 

199 40 7.6 438 0,8 | 4,5 | 1,8) 1,3 | 1,4 - 

200 40 80 15 0.5 62 25 2,5 — 

2038 «#40 7,6 15 Phenylaminoessigsiure 0.1/0.5 0,6 03 0,0 O01 0,1 

910 | 40! 7.6! 18 00/04 08 01 0.0 0,0 0,0 


* Ohne Sublimatzusatz 
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Auch die «-Aminobutterséure wird von den Katalysatoren 
Adrenalin, Adrenalon, Brenzkatechin, Oxyhydrochinon und Gallus- 
siure sowie Alloxan und Isatin bei pq 6,9 bis 8,0 des Ansatzes nicht 
desaminiert. Die mit dieser Aminosiéiure ausgefiihrten Versuche sind 
nicht in die Tabelle aufgenommen worden. 

Sehr reichlich war die Desaminierung von Asparagin, das stets 
héhere Werte als selbst Serin ergab, doch soll hieriiber nicht Naheres 
mitgeteilt sein, bevor die Asparagindesaminierung in schwach alkali- 
schem Medium ohne Katalysator, die sich nachweisen liBt, nicht 
genauer untersucht ist. 


CH, CHg 
: CH; C,H; CH, CH 
CH 4 a 
CH CH 
CH, | | 
CHNH, CHNH, 
CHNH, 
| COOH COOH 
COOH Isoleucin Valin 
Leuein 


Tabelle Il zeigt an einigen Versuchsreihen, wie die Desami- 
nierung von Serin, Leucin und anderen Aminoséuren durch ver- 
schiedene Brenzkatechinderivate geférdert wird. Hier enthielt im 
Gegensatz zu den Versuchen der Tabelle I eine Versuchsreihe 
immer das gleiche Substrat, aber verschiedene Katalysatoren. 
Grundsatzlich ist das Resultat bei Zusatz und ohne Zusatz von 
HgCl, das gleiche. Uber die quantitativen Verhaltnisse wird dem- 
nachst noch berichtet. 

Das wesentlichste Ergebnis dieser Tabelle ist folgendes: Von der 
Reihe der katalytisch desaminierend wirksamen Brenzkatechinderivate 
ist bei Einwirkung auf verschiedene Substrate bei gleichen Versuchs- 
bedingungen nicht bei allen Substraten das gleiche als Katalysator 
optimal wirksam. Omega, das fiir Glykokoll nach den vorliegenden 
Versuchen der spezifisch und optimal wirksame Katalysator ist, 
der den nachst wirksamen (Oxyhydrochinon) im Effekt um mehr 
als 100°, iibertrifft, erweist sich dem Oxyhydrochinon gegeniber 
bei den wtibrigen Aminoséiuren der Tabelle IT und III auBer bei 
Phenylaminoessigséure deutlich unterlegen, bei Glykokollestern ist 
dies am auffalligsten. 


Die folgende Tabelle IIT gibt die Wirkungsstarke der verschiedenen 
Katalysatoren, die untersucht wurden, auf die untersuchten Substrate 
. 5 . . 
in Ubersicht wieder. 
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Tabelle 111. 


Giiltig fiir py 6,9 bis 8,0. 





Substrat Rete , — Adrenalin Adrenalon |‘ = ~ 

m/40 Glykokoll . . . bait aka ++ ¥ aes Ss a = sx 
m 40 Glykokollathylester . . . . 0 + 4 t rc 
m/40. Glyeyl-G lycin . . . ‘ 0 ++ + + + 
m/130 Phenylaminoessigsaure 0 - ao 0 0 
“ | _~  =eearee 0 0 0 0 0 
m/40 Serin . . ae iS a : 4+ + C 

m/40 a-Amino buttersiure . Sets 0 0 0 0 0 
m/40 ws fe Oke dt Se + -+ c + + 
m/40 Isoleucin . . So ee ek oe _ — 0 0 _ 
m/40 Valin... . (Ae bese { 0 t 0 0 
mares COP Ck ; 0 0 0 + 0 
m/40 Glutaminsaure . . . . ‘ 0 0 0 0 0 


In der Tabelle II] bedeutet: 0 Spuren Ammoniak (bis 0.4 cem n/50 
HCl); + = Ausbeute bis 5°, der Theorie; + = Ausbeute 5 bis 10°); 
+-+ 10 bis 15°, der Theorie: + + + iiber 15°,. Die Angaben sind 
nach den optimalen Versuchsergebnissen gemacht. 

Dabei ist beziiglich des Glycylglycins theoretisch natiirlich die doppelte 
NH,-Menge zu erwarten wie bei isomolekularen Glycinmengen. 


Hierbei ist zu betonen, daB die Wirkungsstarke auch sehr vom py 
der Lésung abhangt. Die py-Optima der einzelnen Katalysatoren bei 
verschiedenen Substraten werden zurzeit noch untersucht ?. 


Edlbacher und Kraus (1. c.) geben an, bei der Katalyse der Glykokoll- 
desaminierung durch oxydiertes Adrenalin eine Ausbeute erhalten zu haben, 
die bestenfalls 45°, der maximalen betrug. Die Konzentration des Kata- 
lysators war in meinen Versuchen nur etwa ein Sechstel der von Edlbacher 
und Kraus verwendeten, Bei dieser Versuchsanordnung war die Ausbeute 
fiir Glykokoll und Omega bestenfalls etwa 30°, der maximal méglichen. 


Nach der Tabelle III ist somit unter den gegebenen Versuchs- 
bedingungen (px 7,6 bis 8,0) als wirksamste Katalysatormuttersubstanz 
zu bezeichnen fiir Glycin und Phenylaminoessigséure Adrenalin, hin- 
gegen Oxyhydrochinon fiir Glycinester und Serin. 


' Bei dieser Gelegenheit sei gleich eine irrefiihrende Angabe der ersten 
Mitteilung richtiggestellt (diese Zeitschr. 242, 1, 1931). S.9 wurde dort 
angegeben, daB das py-Optimum der Wirkung von Oxyhydrochinon be- 
ziiglich der Glykokolldesaminierung ,,.etwa bei pa = 7,6 liegt“. Dies trifft 
nur fiir das in jener Arbeit untersuchte px-Intervall 6,9 bis 8,0 zu, da die 
Kurve, die die Beziehung zwischen pr und der Glykokolldesaminierung 
durch Oxyhydrochinon ausdriickt, zwischen 7,6 und 8,0 fast horizontal 
verlauft. Das Optimum der Katalyse der oxydativen Glykokolldesami- 
nierung durch Oxyhydrochinon liegt in viel alkalischerem Bereich, woriiber 
die dritte demnachst erscheinende Mitteilung ausfiihrlich berichtet. 
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Besonders bemerkenswert erscheinen die Versuche mit Phenyl- 
aminoessigsdure. Sie wurden alle bei pa = 7,6 ausgefiihrt und wegen 
der schlechten Léslichkeit der Substanz als Substrat nur eine Lésung 
von etwa m/140 verwendet, indem je 15cem m/100 Phenylamino- 
essigsaure in Pufferlésung (Sérensensches Phosphatgemisch von py 7,6) 
mit leem Sublimatlésung und 2ccm Katalysator und 2ccem H,O 
versetzt wurden. 

Phenylaminoessigsaure wird im Gegensatz zu Alanin vom o-Chinon- 
fermentmodell deutlich oxydativ desaminiert. DaB hierbei neben 
NH, reichlich Benzaldehyd gebildet wird, lehrt schon der Geruch der 
Proben nach Beendigung des Versuchs. 

Bemerkenswert ist ferner, da Phenylaminoessigsiure neben 
Glykokoll die einzige untersuchte Aminosiure war, bei der unter den 
gegebenen Versuchsbedingungen sich Omega als optimal wirksamer 
Katalysator erwies. 

Daf die bei Phenylaminoessigsaure erhaltenen Ammoniakausbeuten 
so gering sind, hat seinen Grund vor allem wohl in der geringeren 
Substratkonzentration (m/140). 

Immerhin wurden bei Verwendung von Adrenalin als Katalysator- 
muttersubstanz Ammoniakausbeuten bei den von uns verwendeten 
Ansiitzen von Phenylaminoessigséure von 10°, der maximal méglichen 
Ausbeute erzielt. Wie die Tabelle I] zeigt, sind die von W. 7'raube 
(l.c.) bei anderer Versuchsanordnung wirksam gefundenen [satin und 
Alloxan bei unseren Versuchen in den angewendeten Mengen nicht 
merklich wirksam, so daB, wenigstens bei der gewahlten Versuchs- 
anordnung, Omega und Oxyhydrochinon wirksamer als Katalysator 
oxydativer Desaminierung sind, als Isatin und Alloxan. 

In mehreren Versuchen mit Isatin und Alloxan als Katalysator 
bei px 7,4, 7,6 und 8,0 in Konzentrationen von m/1000 des Katalysators 
konnte bei der beschriebenen Versuchsanordnung auch keine merkliche 
Desaminierung des Substrats nachgewiesen werden bei: Glykokoll, 
Phenylaminoessigsiure, Glykokollathylester, Glyevl-Glycin, Alanin, 
Serin, ]-Leucin und Isoleucin. 


Schlubfolgerungen. 

Die Versuchsergebnisse der ersten und der vorliegenden zweiten 
Mitteilung iiber das o-Chinonfermentmodell fiihren zu Erkenntnissen, 
die fiir die Frage der Spezifitét von Ferment wirkungen allgemein von 
Belang sein diirften. 


In der ersten Mitteilung und in Bestatigung und Erweiterung 
ihrer Ergebnisse in den Versuchen unserer Tabelle I] und IIT wurde 
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auf Grund von Versuchen mit verschiedenen o-Chinonen als Katalysator 
an einheitlichem Substrat gezeigt, daB die Wirkgruppe bei der unter- 
suchten Katalyse oxydativer Desaminierung die o-Chinongruppe ist, 
daB ihre Wirksamkeit aber von sonstigen Atomgruppen des gleichen 
Molekils (Hilfsgruppen, Hemmgrvppen) ganz wesentlich beeinfluBbt 
wird. 

Die Versuche der vorliegenden Mitteilung iiber die Wirkung ein 
und desselben Katalysators auf ahnlich gebaute Substrate lehrt etwas 
grundsatzlich Gleiches. Wenn wir zunachst die Versuche mit Glykokoll- 
estern auBer Betracht lassen, deren Analyse uns zurzeit noch be- 
schaftigt, so kann man auf Grund der mitgeteilten Versuchsergebnisse 
sagen: Der a«-Aminosiurekomplex (—CHNH,—COOH) im Molekiil 
wird katalytisch oxydativ desaminiert, aber ein Vergleich von Glykokoll, 
das von Adrenalinchinon sehr stark desaminiert wird, und Alanin, das 
von keinem der untersuchten Brenzkatechinderivate desaminiert 
wird, und Serin und Phenylaminoessigséure, die deutlich, aber das 
erstere am besten, durch Oxyhydrochinon, das letztere durch Adrenalin- 
chinon (bei pu 6,9--8,0), desaminiert werden, zeigt, daB die Desaminier- 
barkeit des scheinbar in all diesen Aminoséuren gleichartig vor- 
handenen a-Aminosiurekomplexes von den tibrigen Atomgruppen des 
Substratmolekiils mit abhangt 

DaB der Gang der Desaminierung bei den letztgenannten Sub- 
straten kaum grundsatzlich verschiedenartig sein diirfte, lehrt ein 
Vergleich der Zersetzungsprodukte von Glykokoll und Phenylamino- 
essigsaéure. Ersteres ergibt NH, CO, und nach Edlbacher und Kraus 
(l. c.) wenig Formaldehyd?; letzteres gibt nach eigenen Untersuchungen, 
die in vollem Einklang mit den alteren Untersuchungen von W. T'raube* 
stehen, Benzaldehyd, CO, und N Hg. 

All dies lehrt, daB das statische Bild der graphischen Formulierung 
eines Atomkomplexes im Molekiil (z. B. des «-Aminosdurekom plexes) 
uns nicht geniigende Auskunft iiber die Dynamik, die chemischen Potenzen 
dieses Komplexes in einem bestimmten Molekiilverbande gibt. 

Die verschiedenartige Reaktionsfahigkeit und Angreifbarkeit der 
nicht veresterten a«-Aminoséuregruppe in verschiedenen Aminosauren 
bei Anwendung des gleichen Katalysators lehrt die dynamische Ver- 
schiedenwertigkeit dieser Gruppe, d.h. eine Verschiedenartigkeit ihrer 
intramolekularen Energetik, die durch die tibrigen Teile des Molekiils 


bedingt wird. 


1 Es sei auch auf die ganz adhnlichen bedeutsamen Befunde von 
C. Neuberg u. M. Kobel (diese Zeitschr. 188, 197, 1927) iiber die Einwirkung 
von Methyl- und Phenylglyoxal auf Aminoséuren verwiesen. 

2 W. Traube, Chem. Ber. 44, 3145, 1911. 
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Die an sich durchaus mégliche andere Deutung, daB namlich der 
Molekilrest mit dem Katalysator chemisch reagiert, ihn bindet ode: 
verandert und dadurch zur Desaminierung der Aminogruppe unfahig 
macht, ist gerade bei einem Vergleich der Stoffe Glycin, Alanin, 
Serin, Phenylaminoessigséure oder bei einem Vergleich von Leucin- 
Isoleucin nicht anzunehmen, womit natiirlich nichts iiber die 
etwaigen Verbindungsméglichkeiten von Katalysator und Substrat 
gesagt sein soll. 

Groben Reaktionen gegeniiber mag die unveresterte «-Amino- 
sduregruppe in den verschiedensten Aminosiuren gleichwertig  er- 
scheinen. Gewissen Reaktionen gegeniiber zeigt sich aber bei det 
o-Chinongruppe wie bei der g-Aminoséuregruppe im Molekiil, daf 
ihre intramolekulare Energetik von dem iibrigen atomaren Bau des 
Molekiils abhangen muB, denn ihre chemischen Potenzen, ihre chemische 
Dynamik, sind hiervon abhangig, wie die Versuche am Fermentmodel! 
zeigen. 

Die Spezifitat eines Katalysators ware danach darin begriindet, 
daB es sich bei den chemischen Reaktionen, die er auslést, um solche 
handelt, bei denen es auf feinste Unterschiede der intramolekularen 
Energetik der reagierenden Atomgruppen ankommt, und es liegt nahe, 
Katalysatorreaktionen als Detektor zum Aufdecken solcher energetischer 
Unterschiede scheinbar gleichartiger Atomkomplexe in verschiedenen 
Molekiilen zu verwenden. 

Die Nutzanwendung auf Fragen der spezifischen Ferment wirkung 
liegt auf der Hand, dochsind die Verhaltnisse beim Ferment modell weniger 
verworren als hier oder bei der Frage spezifischer Wirkungen auf die 
lebende Substanz, und daher quantitativen Untersuchungen ehe1 
zuganglich. 


Zusammenfassung. 


Von den verschiedenen untersuchten Brenzkatechinderivaten 
erwies sich als Katalysatormuttersubstanz fiir oxydative Desaminierung 
bei pu 6,9 bis 8,0 am wirksamsten: Fir Glykokoll und Phenylamino- 
essigsiure das Adrenalin, fiir Glykokollathylester, Glycyl-Glycin, Serin 
und Leucin das Oxyhydrochinon. 

Die H-Ionenkonzentration des Mediums hat einen wesentlichen 
EinfluB auf die quantitative Wirkung der Katalysatoren mit 0-Chinon- 
charakter. Hieriiber siehe die demniachst erscheinenden Mitteilungen 


III und IV. 


Isatin und Alloxan waren unter unseren Versuchsbedingungen 
als Katalysatoren oxydativer Desaminierung unwirksam. 
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lsoleucin wird (wie auch Valin und «-Aminobutterséure) trotz 
der Anwesenheit aller gepriiften Katalysatoren im Gegensatz zu Leucin 
bei px 6,9 bis 8,0 nicht merklich desaminiert, was neuerdings die hoch- 
gradig spezifische Wirkung des Orthochinonfermentmodells beweist. 


Es wird aus den Versuchsergebnissen der ersten und dieser Mit- 
teilung geschlossen, da8 die intramolekulare Energetik scheinbar 
gleichartiger Atomkomplexe (0-Chinongruppe, «-Aminoessigséuregruppe ) 
je nach dem sonstigen atomaren Aufbau des Molekiils, in dessen Ver- 
bande sie sich befinden, eine verschiedenartige ist, auch wenn diese 
Atomkomplexe sich groben Reaktionen gegeniiber unabhiaingig vom 
ibrigen Bau des Molekiils, in dem sie sich befinden, gleichartig zu 
verhalten scheinen. Hierin diirfte ein wesentlicher Punkt fiir das Ver- 
standnis der spezifischen Wirkung von Katalysatoren und Fermenten 


liegen. 




















Beeinflussung der Gewebsatmung durch Aminosiuren. 


IV. Mitteilung: 


Versuche mit Serin, Valin, Sareosin, Isoleucin und Phenylaminoessigsiiure. 


Ve ym 
Bruno Kisch. 


(Aus der chemischen Abteilung des physiologischen Instituts der Universitat 
K6ln a. Rh.) 


(Eingegangen am 3. Dezember 19231.) 


Nachdem in den ersten Mitteilungen! iiber die Beeinflussung der 
Atmung von Nieren- und Lebergewebe durch Glykokoll, Alanin, 
Phenylalanin, Tyrosin, Leucin, Asparaginséure, Asparagin und Glutamin- 
siure berichtet wurde, sowie iiber die Abhangigkeit dieses Kinflusses 
vom pu der Nahrlésung?, sollen noch erginzende Versuche mit den 
im Titel genannten Stoffen mitgeteilt werden. 


Methodik. 

Die Methodik war genau die gleiche, wie sie friiher beschrieben wurde. 
Bei der Durchfiihrung der Atmungsversuche an der Warburgschen Apparatur 
wurde ich durch die Mitarbeit der technischen Assistentin Frau EF. Striebeck 
sehr unterstiitzt. 

Dem Verein der Freunde und Férderer der Universitat K6ln danke 
ich auch an dieser Stelle fiir die zur Durchfiihrung der Arbeit gewahrte 
Beihilfe. 

Die verwendeten Aminoséuren waren als reine Priparate von der Firma 
Dr. Schuchardt in Gérlitz bezogen worden. 


Versuchsergebnisse. 
1. Serin. 


Die Wirkung von Serin ist an Geweben von Ratte, Meersch weinchen, 
Kaninchen, Katze, Schaf und Kalb untersucht worden. 


1 Diese Zeitschr. 238, 351, 1931; 242, 26, 1931. 
2 Ebendaselbst 242, 436, 1931. 
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EinfluB von 





Tier 


Ratte Nr. 1 


Tumor-Ratte 
Nr. 2 


Ratte Nr. 3 
Schaf Nr. 4 


Kalb Nr. 1 


Meer- 
schweinchen 


Nr. 10 


Kaninchen 


Nr. 4 


Kaninchen 
Nr. 6 


Kaninchen 
Nr. 7 


Katze Nr. 5 


~ 


Katze Nr. 6 


Katze Nr. 7 


Wie 
Wirkung 


und Phenylalanins nahe. 


Organ 


Leber 
Niere 


Niere 


Niere 
Niere 


Niere 


Niere 


Niere 
Leber 
Niere 
Leber 


Niere 


Niere 
Niere 
Leber 
Leber 


Niere 
N iere 


Leber 


Niere 


Leber 


man aus der 
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Tabelle I. 
Serin auf die Gewebsatmung bei px 7,4. 
¢ in NR + Ser folgende 

Vor- Vo. vO; a entenaeation — 

behandlung is NR : ean 
moo m 100 m/200 m/500) m/1000 

4>in NR | 46 53 , 5,7 | 71 | 68 5,3 
65 | NR 11,0 11,2 133 1455 1381 | 11,7 
65 . NR 11,6 11,2 13,0 12,0 11,8 

frisch 95 92 144 119 111 94 : 
hin NR 84 86 163 125 108 93 
265 , NR 73 68 122 109 90 95 4 
50h | NR 89 85 | 185 (11,15 11.2 106 ys 
3h NR 72 7,5 /102 91 92 87 : 
245 NR 7,35 10.7 11,1 8&6 : 
45 NR/| 7,1 7,8 | 86 | 92 $ 
7465, NR 85 85 (102 99 87 9,1 £ 
1h NR 100 96 133 114 116. 11,7 E 
38h NR!) 56 525 52 9 51 5.05 58 c 
27h NR 98 96 12.75'123 102 99 x 
255 NR 3,2 43 32 387 £384 = 
20h NR 85 88 124 103 108 | 94 -— 
245 > NR 87 86 11.6 9,7 = 
45> NR 70 73 855) 92 9.7 7,0 = 
12h > NR 113 10,7 14,4 145 = 
205 > NR 96 91 | 11.2 | 10.25 y 
21h NR 30 35 44. 38 S 
235 . NR/| 13 1,2 2.9 3,7 ih 
16% | NR 11,7 11,5 146 14.2 3 

frisch 7,9 7.95 11,3 1115 81 7,8 = 
2h>in NR 7,3 83 13,0 121 | 11,7 
5b. NR 60 54 74 96. 60 ~ 
ih NR 68 7,2 95 9,55, 84 7,7 3 
50h NR 93 92 128 128 106 10,4 = 
Bh. NR 44 45) 73 71 | 54 5,1 & 


Tabelle I ersieht, ist die atmungssteigernde 
von Serin recht betrachtlich und kommt der des Alanins 
Auch frisches Gewebe (Meerschweinchen 


Nr. 10, Ratte Nr. 3, Katze Nr. 5, Kaninchen Nr. 6) wird bis um 30 
bis 50°, in der AtemgréBe gesteigert; an gealtertem Gewebe kamen 
auch Steigerungen um 60 bis 100°, (Meerschweinchen Nr. 4, Ratte 


Nr. 3, Kaninchen Nr. 6, Katze Nr. 7) vor. 


Atmungssteigerungen um 


mehrere 100°, wie sie gelegentlich bei gealtertem Gewebe durch 
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Alanin und Phenylalanin erreicht wurden, wurden aber nicht beob- 
achtet. Das Optimum der Wirkung lag fast durchwegs bei m/50 oder 
zwischen m/50 und m/100 Serinkonzentration. Die Wirkung ist an 
Lebergewebe anscheinend nicht geringer als bei Nierengewebe. Ge- 
altertes Gewebe reagiert meist starker als frisch gewonnenes. 
2. Valin. 

Die Versuche wurden mit Niere und Leber von Ratte, Meer- 
schweinchen, Kaninchen, Katze, Schaf und Kalb ausgefiihrt. Die 
fast ausnahmslos feststellbare Atmungssteigerung war geringgradiger 


Tabelle 111, 


EinfluB von Sarcosin auf die Gewebsatmung bei px 7,4. 





Yo, in NR + Sareosin folgender 


Tier } Organ 2. Os, ; , Konzentration 
m/50 m/100 m/200) m/500 m/ 1000 m/2000 
Meer- Niere| 24in NR 10,2 10,2 12,5 10,9 11,1 10,0 
schweinchen 24h. NR / 12,1 12,0) 18,9 | 13,4 | 13,4 
Nr. 10 28h , NR 10,2 12,5 |12,4' 11,4 10,1 
Kaninchen Niere 255 , NR 95 89 11,95' 11,7 10,5, 10.5 
Nr. 4 25 , NR 8,1 9,4 |11,1| 7,9 
475) NR 7,5 8,0 126 109 11,2) 10,2 
485, NR | 7,0 7,4 8,9) 84) 82) 7,9 
67h NR | 88 86 10.3, 96 99 95 
Kaninchen Niere 305 , NR 10,5 10,412.38 12,2 12,2 
Nr. 5 Leber 315 , NR 1,85 1,7}| 2,5 | 38; 29 
28. X. 
Kanincben Niere 208, NR 96 91.102 9,5 
Nr. 6 Leber 215 , NR 80 3,5! 4,8) 5,1 
Kaninchen Niere 165 , NR 11,7 11,5 15,9 154 
Nr. 7 Leber| 175, NR | 8,2 8,2) 84 | 9,2 
Kaninchen = Niere 455 , NR | 12,6 12,3,14,8 12,5 
Nr. 8 
Kaninchen Niere 265 , NR 8,85 9,2)10,2 10,1 10.2) 9,7 
Nr. 9 40h | NR 8,2 89) 9,35) 9,5) 9,9) 9,5 
Katze Nr.7 Leber, 45, NR 42 3,7] 5,7 | 5,4! 5,6] 5,0 
Katze Nr.5 Niere| 35, NR 8,7 14,4 11,1 
26. X. 465. NR 7,8 82 9,8 | 10,3 10,2 10,2 
Leber 65 , NR 5.7 5,4! 7,8 | 66) 53 
Niere 305 , NR 12,5 18,0) 14.5 | 16,4 15,0! 
Leber 46'/,% in NR 3,6 43 5,25 58 4,8 
Tumor-Ratte Niere 55 in NR 11,3 11,2) 12,9 11,7 12,5) 11,8 
Nr. 2 Leber; 84 , NR 55 5,3) 49!) 56 53] 63 
Ratte Nr.3  Niere frisch 7,1 7,21) 98; 89) 7,4] 7,8 
lin NR 90 95 12.1 10,1 10.6; 108 
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als beim Serin. Immerhin kann sie auch bei frischem Material (Meer- 
schweinchen Nr. 9, Katze Nr. 5) bis 40° betragen. Doch wurden an 
gealtertem Material auch kaum héhere Atmungssteigerungen beob- 
achtet als etwa 50°, der Atmung in valinfreier Ringerlésung. 

Lebergewebe reagiert grundsitzlich ebenso wie Nierengewebe. 
Zu einer Beurteilung der quantitativen Verhaltnisse war die Zahl 
der ausgefiihrten Versuche mit Leber nicht geniigend groB, doch ist 
die Atmungssteigerung bei Meerschweinchen Nr. 9 und 10 und Ratte 
Nr. 2 bei der Leber gréBer als bei der Niere des gleichen Tieres gewesen. 

Bemerkenswert ist, daB das Optimum der Wirkung von einer 
Valinkonzentration von m/100 bis m/500 meist von m/200 erreicht 
wird, in keinem Falle bei Nierengewebe durch m/50, wahrend dies bei 
Lebergewebe gelegentlich der Fall war. 


3. Sarcosin,. 

Versuche mit Sarcosin wurden an Ratte, Meerschweinchen, Kanin- 
chen und Katze ausgefiihrt. 

Die mit Sarcosin erzielten Atmungssteigerungen sind nicht sehr 
hochgradig, im Durchschnitt 15 bis 40°,. Bei Leber und Niere etwa 
gleich hochgradig. Bei gealtertem Gewebe auch nicht viel héher als 
bei relativ frischem (Meerschweinchen Nr. 10, Katze Nr. 5, Ratte Nr. 2 
und 3). Das Optimum der Wirkung liegt bei m/50 bis m/100 Sarcosin- 
konzentration. 

Tahbelle IV. 


EinfluB von Phenylaminoessigséure auf die Gewebsatmung bei py 7,4. 





| Vo in NR + Phenylaminoessig- 
2 . 
Tier Organ Vorbehandlung QJ) inNR/|| Sure folgender Konzentration 


m50)>m 100 m,200 m 500) m 1000 


Ratte Nr. 4 Niere frisch 10,4 10,3:12,5 12,7 12,5 10,9 
1h in NR 8,7 8,7)14,7) 9,1 
24h . NR /104 9,912.6) 13,6 | 13,0 | 13,7 
255 . NR. 8,8 9,1//14,4; 14,1 | 11,9 


Ratte Nr. 5 Niere frisch 11,0 10,5)|12,5; 12,5 | 18,2 | 121 
1» in NR 11,8 10,8) 11,1 16,3 14,7 
20h . NR 10,5510,1 11.9 | 12.9 | 18,4) 12,2 
24h , NR 89 9,0 11,1 12,1 13,0 
Kaninchen Nr.10 Niere’ 19% , NR 10.5 10,7(10,7) 10,1 10.1 10,5 
20 , NR /10,38 9,7||20,1 | 21,2 | 17,1 
44h NR 103 9,7 10,4) 11.6 9.6 9.8 
Kaninchen Nr.11 Niere 485 , NR 8.1 85 10,7; 98 98 7.7 
Leber 475 , NR Le t7 a7 i 82 7) 29 
Rind Nr. 45 Niere 5b . NR 8,7 8,5 10,3 11,1 10,8 10,5 
Leber 65 , NR | 2,6 3,0 RS; 86) 28; 82 
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4. Isoleucin. 

Kine Anzahl mit Isoleucin ausgefiihrter Versuche ergaben, dab 
dieser Stoff das untersuchte Gewebe beziiglich der Atmung qualitativ 
und quantitativ nicht wesentlich anders beeinfluBt als Leucin, iiber 
das in der zweiten Mitteilung berichtet wurde, eher ist die Atmungs- 
steigerung durch Isoleucin geringer als durch Leucin. 


5. Phenylaminoessiqsdure. 

Mit dieser Aminosiure wurden nur einige Versuchsreihen an der 
Niere und Leber von Rind, Ratte und Kaninchen ausgefiihrt. Die 
erzielte Atmungssteigerung betrug bei frischem Gewebe etwa 25°%, 
bei gealtertem gelegentlich wesentlich mehr (35 bis 100°); das 
Optimum der Wirkung lag bei m/100 bis m/300 Konzentration der 


Tabelle V. 


Atmungssteigerung in Prozenten bei pu 7,4 der Nahrlésung. 





Amino- Niere Leber Wirkungs- 
a frisch gealtert frisch gealtert _- 
Serin Meer- Meer- Meer- m/50—m/100 
schweinchen schweinchen schweinchen 
30, Katze 35, Schwein 0 —30, 
30—40, 60—70, Kalb Kaninchen 
Ratte 55 25—60, 30—100, 
Kaninchen Katze 50-70, 
25—40, Ratte 40 
Katze 40-60, 
fatte 15-95 
Valin Meer- Meer- Meer- m/100—m/500 
schweinchen schweinchen schweinchen 
20—40, 25—30, 40—50, 
Katze 40 Schaf 55, Ratte 50, 
Kalb 20— 50, Katze 35 
Kaninchen 
20—40, 
Ratte 30, 
Katze 40—60 
Sarcosin Ratte 35 Meer- Kaninchen m/50—m/100 
schweinchen 15—109, 
15—-20, Katze 25-60 
Kaninchen 
15—50, 
Katze 25—60, 
Ratte 35 
Phenyl- Ratte 25 Ratte 35-75, Kaninchen | m/100—m/300 
amino- Kaninchen 100, Rind 25 
essigsaure 25—100, 


Rind 30 
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Nahrlésung an Phenylaminoessigsiure, in einem Falle (Ratte Nr. 5) 
sogar an gealtertem Material bei m/500. 

In Tabelle V ist der EinfluB der neu gepriiften Aminoséiuren auf 
Nieren- und Lebergewebe in frischem und in gealtertem Zustande 
iibersichtlich zusammengestellt. 


6. EinfluB der H-Ionenkonzentration. 

Die in der dritten Mitteilung beschriebene Feststellung, daB die 
untersuchten Aminosaéuren die Atmung in einer Nahrlosung, die schwach 
sauer ist (py = 6,9), wesentlich weniger steigern als inschwach alkalischer 
Lésung (pu 7,4 und 8,0) (oder gar nicht), kann, wie Tabelle IV lehrt, 
auch fiir Serin, Valin und Sarcosin bestatigt werden, sie gilt, wie ich 
mich in zwei weiteren Versuchen mit sechs Versuchsreihen an einer 
Kaninchen- und einer Rinderniere (in beiden Fallen wurde gealtertes 
Material verwendet) iiberzeugt habe, auch fiir Phenylaminoessigsaure, 
deren atmungssteigernde Wirkung bei pu = 8,0 deutlich starker war 
als bei pu 6,9. 

Zusammenfassung. 

Serin, Valin, Phenylaminoessigsiure und Sarcosin steigern die 
Atmung des Nieren- und Lebergewebes der untersuchten Tierarten. 
Die Wirkung ist bei gealtertem Gewebe etwas gréBer als bei frischem. 

Sie betragt bei Serin 25 bis 79°, bei Valin und Sarcosin 15 bis 
50%, bei Phenylaminoessigséure 25 bis 100°, der Atmung in zusatz- 
freier Ringerlésung. Dies gilt fiir pq = 7,4. Bei py = 6,9 ist die Wirkung 
dieser vier Aminoséuren geringer oder fehlt ganz. Bei pu 8,0 kann 
sie starker sein als bei py 7,4. Dies letztere trat besonders deutlich beim 


Sarcosin zutage. 

Die Beeinflussung von Nieren- und Lebergewebe ist durch die 
genannten Stoffe etwa gleich stark. 

Isoleucin beeinfluBt die Atmung in dem gleichen Sinne wie Leucin, 
eher etwas schwacher. 
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Beeinflussung der Retina-Atmung durch Aminosiuren. 


Von 
Bruno Kisch. 


{Aus der chemischen Abteilung des physiologischen Instituts der Universitat 
K6lIn a. Rh.) 


(Eingegangen am 3. Dezember 1931.- 


Ineiner friiheren Mitteilung war gezeigt worden!, daB eine Reihe von 
Stoffen, die die Atmung normalen Gewebes betrachtlich steigern, dies bei 
Jensen-Sarkom der Ratte und Ehrlichschem Mausecarcinom nicht tun. 

Von Warburg und seiner Schule? ist festgestellt worden, daB die 
Netzhaut sich in gewisser Hinsicht beziiglich ihres Stoffwechsels anders 
verhalt als anderes Normalgewebe und ahnlich wie Tumorgewebe. 

Ich berichte hier iber Versuche, inwieweit die Aminosaiuren, deren 
EinfluB auf die Atmung auf normales Gewebe aus friiheren Arbeiten eben- 
falls bekannt ist*, an der Netzhaut ebenso wirken wie an Niere und Leber. 

Der Gesellschaft der Freunde und Férderer der Universitat K6éln 
danke ich hierdurch fiir die freundliche Férderung dieser Unter- 
suchungen. 

Methodik. 


Die Versuche wurden nach anfanglichen Untersuchungen mit Ratten- 
und Meerschweinchenretina, spaiter nur noch mit der Retina groBer Tiere, 
meistens mit der von Rindern, aber auch von Schafen, Schweinen, Hunden, 
Kaninchen und Katzen ausgefiihrt. 

Die Augen wurden durch einen Schnitt im Aquator des Bulbus eréffnet. 
Die Retina 1aBt sich leicht herausl6sen und man kann, was mir sehr wesent 
lich scheint, alle Versuche einer Untersuchungsreihe mit einem und dem- 
selben Organ ausfiihren; denn eine Retina vom Rind z. B. reicht gut zu 
acht bis zw6lf Atmungsproben der Warburgschen Apparatur. Die unter 
suchten Stiicke wurden so ausgeschnitten, daB ihnen keine groBen GefiBe 
anhafteten. 

Die Retinae wurden entweder sofort, wenn sie vom Schlachthof kamen 
(also etwa 1 Stunde nach der Schlachtung), verwendet, oder erst nach einiger 
Zeit. In letzterem Falle blieb der Bulbus bis zum Versuchsbeginn uner6ffnet. 
Es bedeutet also die Angabe der Tabelle, daB die Retina z. B. 48 Stunden alt 
war, daB das Auge vor 48 Stunden enukleiert und auf Eis verwahrt, die Retina 


1 Bruno Kisch, diese Zeitschr. 237, 226, 1931; Miinch. med. Wochenschr. 
1931, S. 1254. 

2 O. Warburg, K. Posener u. E. Negelein, diese Zeitschr. 152, 333, 1924: 
H. A. Krebs, ebendaselbst 189, 56, 1927. 

3 Bruno Kisch, ebendaselbst 288, 351, 1931; 242, 26, 1931; 242, 436, 
s. auch die vorangehende Mitteilung. 
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aber erst zu Versuchsbeginn herausgenommen wurde. Die nicht sofort ver- 
arbeiteten Augen wurden stets bis zum Versuch auf Eis verwahrt. 
Die Untersuchung erfolgte in Ringerlésung folgender Zusammen- 


setzung: 0,9°% NaCl, 0,023°, KCl, 0,024% CaCl, 0,026% NaHCO,, 
Pu 7.4. Versuchstemperatur war stets 37°C. Die zu einer Versuchsreihe 


der Tabelle verwendeten Retinastiicke stammen sfets von der Retina des 
gleichen Auges. 

Bei keinem der hier ausgefiihrten Versuche war das Licht ausgeschlossen. 
Es handelt sich also bei den Versuchsergebnissen um solche an belichteter 
Retina. Inwieweit verdunkelte Retina anders reagiert, soll erst weiterhin 
festgestellt werden. 

Die Tabellen geben keine Auswahl, sondern alle bisher ausgefiihrten 
Versuchsreihen wieder. 

Versuchsteil. 

Man ersieht aus Tabelle I und II, daB die Retina der untersuchten 
Schlachttiere eine lebhafte Atmung zeigt, daB jedoch die individuellen 
Unterschiede bei verschiedenen Netzhauten sehr groB sind. Die Atmung 
bei Rind Nr. 13 (der héchste Sauerstoffverbrauchswert, den ich bisher 
bei Retina beobachten konnte) entsprach der GréBenordnung nach 
(Qo, + 8,5) etwa gut atmendem Nierengewebe vom Kalb, wahrend 
bei anderen Augen die Atmung auch der frischen Retina minimal war. 
Diese Unterschiede, die weit auBerhalb der GréBenordnung methodischer 
Fehler liegen, k6nnen nicht ohne weiteres als Folge von Alterungs- 
erscheinungen angesehen werden, denn manchmal zeigten Retinae 
nach 24 Stunden noch eine stirkere Atmung als andere, gleichzeitig 
vom Schlachthof geholte nach 1 bis 6 Stunden (s. die Tabellen). 

In die Tabelle sind auch die Versuche an sehr schlecht atmender 
Retina aufgenommen worden, weil an solchen die atmungssteigernde 
Wirkung meist besonders deutlich zu sehen war. 

Im Vergleich mit den sonstigen Angaben der Literatur waren die 
zum Téil sehr hohen Atemwerte der verwendeten Retinae erstaunlich. 
Es kénnte die Atmungsgr6Be des Organs bei verschiedenen Tierarten 
verschieden sein, doch scheint mir auch das leichtere und daher 
schonendere Arbeiten an der Retina der groBen Schlachttiere, die ein 
technisch sehr sché6n verwertbares Versuchsmaterial darstellt, wesentlich. 

Der Nachteil des Arbeitens an gealtertem Material wird nicht unter- 
schétzt. Da aber grundsatzlich die Ergebnisse an frisch entnommener 
Katzenretina die gleichen wie an der gealterten waren, und die quantitativen 
Unterschiede ahnlich wie sie beim Altern von Nierenmaterial friiher (1. c.) 
beschrieben wurden, so ist das Arbeiten mit Retina, als einem Gewebe 
anatomisch so besonderer Art, auch am Schlachthausmaterial nicht gering 
zu bewerten. 


Zunichst ergaben die Versuche eindeutig, daB sich Retina aller 
Versuchstiere gegeniiber dem atmungssteigernden EinfluB von Amino- 
siuren grundsdtzlich ganz anders verhdlt als Tumorgewebe. 
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Tabelle I. 


Kinflub von Glykokoll, Phenylaminoessigsaure, Valin. Leucin und Sarkosin 
auf Retinagewebe bei py 7,4. 





Retina-(,, inNR + Zusatz 


mh Frome ( , folgender Konzentration 
Tier i. ars, Zusatz (Pu = 7,4) 
m 50 m 100 m 200 m/500 
Rind me. 8. .« frisch 3,65 3,7 Glykekoll = 3,2 3,8 
m oe ss 26 Std. alt 3,0 24 _ 3,4 44 32 3.7 
Schwein , 38. . nm = 1,7 1.5 1,6 17 i138 1,13 
Schaf a Tae ae 17 29 3,1 26 23 
Rind — — = ww 47 48 7.0 64 54 5,2 
" Tee .: ~ 89 35 Phenyl- 42 45 (56 | 382 
amino- 
essigsiure 
” " 25 — 5 ” - 5.9 6.5 Dasselbe 6.1 6.9 6.8 
i — veo me cae ce 5.4 s 60 63 65 | 52 
i — ae , ew 1 “ 65 | 7,2 7,7 | 59 
" oes « Ss 5.0 i 48 44 46 
» 43 48 8 19 2,1 28 2.9 
m , 44 50 48 4,7 - 58 53 5.9 
- a =. « os 53.0 3.7 Valin 5.4 4.7 365 3.6 
_ 2 Bw a x 2.0 2,4 4.1 29 3,6 1,9 
" » @w see 33 3,2 $4 | 47 18,7 | 38 
Katze a ee O8 11 ‘ 3,6 4,2 3,0 
Rind — La se se 4.2 45 44 5.6 6,7 4.9 
Schaf i awe a ee 3,95 4,3 Leucin 5.8 45 4,2 | 39 
Rind os a 3.8 3,5 - 45 | 38 (36 | 38 
i. 2s 4 . 30 28 2.4 8,1 (26 | 2.7 
> Mg 52 36 642 48 48 49 
‘ va me 49 49 ” 5.4 4.8 
“ ae . © - 3.2 3.6) Sarkosin 6,1 5,1 (41 4.3 
& > we ; 3.6 43 5,0 5,2 
Schat — Te eee ee 95 | 81 | 7,8 
” 6 39 16 1,7 < 23 | 25/128 
* ar 5 ae , oar 2,55 2,2 “ 86 ' 26 380 28 
- — 25 19 1,75 2.9 
Katze a Bs. « . ae 09 1,2 3.4 1,45 
Pe frisch 33 32 6.2 5.9 


Wahrend sich Tumorgewebe gegen den atmungssteigernden KinfluB 
von Glykokoll, Alanin und Phenylalanin in frischem und gealtertem 
Zustande vollig refraktar verhielt, zeigt Retina eine deutliche Atmungs- 
steigerung auf Glykokoll-, Alanin- und Phenylalaninzusatz. Gelegentlich, 
aber nur selten kommt es vor, daB die untersuchte Retina auf Amino- 
sdurezusatz nicht mit Atmungssteigerung reagiert (Glykokoll Rind 
Nr. 2, Schwein Nr. 3, Leucin Rind Nr. 24), aber es ist die 
Ausnahme (die unter allen Versuchen nur siebenmal vorkam), und 
ausnahmsweise kommt dies auch bei Nieren- und Lebergewebe vor. 

Als grundlegenden Unterschied zwischen Retina- und Tumor- 
gewebe lehren unsere Versuche, daB im Gegensatz zu den Erfahrungen 








462 B. Kisch: 


Tabelle 11. 


EKinflu8 von Alanin, Phenylalanin und Serin auf Retinagewebe bei px 7.4. 





Retina-@o, in NR + Zusatz 


. Vor- Qo. ’ folgender Konzentration 
ier behandlung in NR Zusatz _ wa 74) 
m/50 m/100) m,/200 m/500 
Rind Nr. 2 frisch 3,65 3,7 Alanin 5,2 8,1 
. a 25 Std. alt 1,2 1,35 i 2.2 2.35 
n ” 18 3. , |\o5 &7 ‘ 99 87 | 85 | 7,8 
me » we 2, , |44 42 a 4.8 6, 66 4,3 
_ Oe ae 4,6 is 4,8 4,3 
Schwein , 2a | 28 , , |3,7 88 49 3,5 
._ owe -« « 2 £5 2,7 1,6 1,3 | 1,4 
Katze » 4 S » «a jae 30 ‘ 2,8 
Schaf a 26, , |4,0 4,1 ™ 53 5,3 3,9 
. at Be S «4 « tae Bs i. 3,7 2.9 28 | 2.8 
pe . 14 26 i? oe Se . 3,2 3,8 3,8 
Rind i 25 . . 1,2 1,35 Phenylalanin 1,7 2,0 
a , 14 , «6 ae =e - 7,2 7,5 6,6 54 
_ ar ma». ~» i4e 49 “ 6,0 5.9 5,5 | 4,9 
Schwein , 2 a «ime oe e * 34 4,2 
‘ — — « «ise 18 a 2,75 2,55 | 2,1 | 2,0 
Katze » 4 . 4". tae ae mA 3,2 3,4 
Schaf = ss + ae oe ' 3,2 2.8 
Rind a ms « « (43 43 Serin 5,2 59 42 43 
. > eae: Fe 4,7 3,8 33 
12 a - « Loe oo a 2,8 2.0 2.0 
ad ee = « » 118 tas s 2,45 25 
a ~ a oS « « ae 2a Fe 5.5 6.2 4.2 382 
Schaf —. eS « 0,9 0,92 ~ 2,8 3,2 $2 | 2:4 
= ~ — «= « |tn be - 4.9 3,0 
Kaninchen Nr.5 22 , , 4.5 - 7.9 7,2 


an Tumorgewebe, das der Retina durch Glykokoll, Alanin und andere 
Aminoséuren beziiglich seiner Atemgr6Be deutlich in positivem Sinne 
beeinfluBt wird. 

Aber auch gegeniiber der Atmungsbeeinflussung des normalen 
Nierengewebes zeigt die Retina gewisse Unterschiede. Alanin und 
Phenylalanin wirken bei der Retina wesentlich schwacher als bei Nieren- 
gewebe, hingegen wirkt Serin mit einer Atemsteigerung von 40 bis 
250°, an Retina deutlich stérker als die anderen Aminosduren und 
viel starker als auf Nierengewebe, woraus die schon in einer friiheren 
Mitteilung betonte Tatsache, dap die gleiche Konzentration der gleichen 
Aminosdure an verschiedenen Organen ganz verschieden stark atmungs- 
steigernd wirkt, neuerdings hervorgeht. 

Tabelle IIIT zeigt an einigen Versuchen den EinfluB verschiedener 
Aminoséuren auf gleich vorbehandelte Stiicke der gleichen Netzhaut. 
Auch hier ist die besonders starke Wirkung des Serins fast tiberall zu 


erkennen. 
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Glykokoll, Phenylaminoessigsiure und Leucin wirken auf Retina 
etwa ebenso stark atmungssteigernd wie auf Nierengewebe, Valin 
etwas starker, auch ist zu betonen, daB bei Retina das Wirkungs- 
optimum von Glykokoll wiederholt bei einer Konzentration von m/50 
gefunden wurde. 

Sarkosin hat an Retinagewebe eine auffallend starke Wirkung 
(bis 250°, der Atmung in zusatzfreier Nahrlésung), die wesentlich 
héher als die bisher an Nierengewebe beobachteten Wirkungen dieses 
Stoffes sein kann. 

Tabelle ITT. 
FinfluB optimal wirkender Konzentrationen verschiedener Aminosauren auf 
Stiicke ein und derselben Retina. 





Retina-Q, ,. in NR 


Tiare Vor- ( + Glvko- Sar. : oe | Phe- ; 

i behandlung x can bout Alenia rin dintn cin lin 
m/50 m/100 m50 m50 m100 m50 > m/50 > m/50) m/50 

Schwein 

Nr.4 48Std.alt 1.4 1,8 8,05 3.15 9.6 

Schwein 

Nr.6 |49 , ,/20 1,7)140 | 34 3,3 3,7 

Schwein 

Nr.7 50 , , (2,7 2.7145 4.1 77 4.5 

Rind 

Nr. 27 125 , , 118 1,4 3.8 3,2 49 3,7 

Rind 

Nr. 82 176 , , (48 4,1 4,1 4.58 4,2 

Rind 

Nr. 3715 , , 4,5 4,6) 53 | 6,1 5.3 6.2 

Rind 

Nr. 39 25 , , (2,9 3,0/2,5 | 28 3.6 45 

Rind 

Nr. 40 |26 , , (18 1,7 4,0 3,2 3,0 3,5 

Rind 

Ne. 41 1125 . ./'30 25 2.6 49 3,7 

Rind 

we 282s « « 6 SS 6.3 6,2 5.5 

Kanin. 

Nr. 10/20 , , 0,39 0,4 3,2 3,35 2.3 


Zusammenfassung. 

Im Gegensatz zu Tumorgewebe zeigt Retina auf Zusatz von 
Glykokoll, Alanin, Phenylalanin und anderer Aminoséiuren zur Nabr- 
lésung eine deutliche Atmungssteigerung. 

Die Wirkung ist an gealtertem (nicht zu altem) Retinagewebe 
wesentlich stérker als an frischem. 


Zum Unterschied von Nierengewebe wird Retina von Alanin und 
Phenylalanin weniger, von Serin, Valin und Sarkosin starker atmungs- 
steigernd beeinfluBt als jenes. 





Antiprothrombin und Globuline. 


Von 


Albert Fischer. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biologie, Gastabteilung Dr. A.Fischer 
aus Kopenhagen, Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 4. Dezember 1931.) 
Mit 8 Abbildungen im Text. 


Ausgangspunkt dieser Arbeit war die Beobachtung, daB Anti- 
prothrombin (Heparin, Howell) in sehr kleinen Mengen die Ausfallung 
von Serumglobulinen bei Verdiinnen mit destilliertem Wasser ver- 
hindert (1). Um diese Wirkung quantitativ zu untersuchen, wurde 
die Fallung von Globulinen in geeigneten Pufferlésungen bei pu 5,5 
ausgefiihrt. Die hemmende Wirkung des Heparins auf die Ausflockung 
von Globulinen ist so betrachtlich, daB sich hieraus eine empfindliche 
Methode zur Bestimmung von kleinen Heparinmengen entwickeln 
lieB. Fiir die quantitative Methode wurde statt der nicht standardisier- 
baren Serumglobuline Casein (Hammarsten) verwendet. 

Serumglobuline und Casein verhalten sich gegeniiber Heparin 
sehr ahnlich. Sind Casein oder Globulin bei etwa px 5,0 bis 5,5 aus- 
geflockt, so gehen die beiden EiweiBkérper mit Heparin je nach der 
Konzentration mehr oder weniger vollstindig in Lésung. GréBere 
Mengen von Heparin hemmen die Eiweibfallung oder bringen soeben 
ausgeflocktes FiweiB unter den experimentellen Bedingungen wieder 
in Lésung, und kleinste Mengen bewirken eine Mehrfallung. Es handelt 
sich hierbei um das bekannte Phinomen der ,.unregelmaBigen Reihe™. 

Die Wirkung des Heparins (Antiprothrombin) besteht darin, daB 
geringe Mengen hiervon das EiweiBmolekiil entladen und gréBere Mengen 
es negativ aufladen. Hierdurch bewirkt das Heparin eine Verschiebung 
des isoelektrischen Punktes der betreffenden EiweiBkérper nach der 
sauren Seite hin. Die Breite der Verschiebung ist von der an das Eiweib- 
molekiil gebundenen Heparinmenge abhangig. 

Als MeBmethode 1aBt das Caseinpuffersystem sich gut verwenden ; 
es setzt aber voraus, daB die zur Untersuchung in Frage kommende 
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Lésung keine Eiweibkorper enthalt, die unter diesen Bedingungen mit 
ausflocken und dabei die Hemmungswerte verschleiern. Um die Heparin- 
mengen, die unter normalen und pathologischen Bedingungen im Blute 
vorkommen, messen zu kénnen, miBten zunadchst die fillbaren Eiweib- 
korper weggeschafft werden. Howell hat seine Methode, die er fiir die 
Darstellung des Heparins aus der Leber angegeben hat, auch fiir den 
Nachweis von Heparin im Blute verwendet (nachgewiesen durch die 
Wirkung auf die Blutgerinnung (2). Wir haben uns durch eine Anzahl 
solcher Analysen davon tiberzeugt, daB der Verlust an vorher zugesetzten 
bekannten Heparinmengen ein ganz enormer ist. Auf diese Weise 
Heparinmengen direkt aus dem Blute zu isolieren, ist demnach als 
quantitative Methode voéllig verfehlt. Héchstens kann man sich eine 
rohe Vorstellung dariiber machen, ob Heparin in ganz besonders 
groBer oder in kleiner Menge vorhanden ist. Die Affinitaét des Heparins 
zu EiweiB ist naimlich derartig groB, daB die durch die Howell-Methode 
gewonnenen Heparinspuren nur einen sehr kleinen Bruchteil der vor- 
handenen Menge darstellen. Wie sich aus unseren Untersuchungen 
ergibt, mu die Heparinmenge im Blute eine bedeutend gréBere sein, 
als man sich je vorgestellt hat. 

Wir suchten eine Methode, durch die man die Heparinmenge im 
Blute messen kénnte; als Indikator sollten die im Blute selbst vor- 
kommenden ausflockbaren EiweiBkérper dienen. Um diese Méglichkeit 
zu untersuchen, haben wir eine groBe Reihe Versuche angestellt, die 
darauf hinausgingen, willkiirliche Mengen von Heparin zum Blute 
zuzusetzen und das Verhaltnis zur Fallbarkeit zu studieren. Werden 
gewisse Bedingungen streng eingehalten, dann ist der Triibungswert 
eines ausgeflockten Serums proportional der Menge der ausflockbaren 
EKiweiBkérper. Hierbei ergab es sich, dab Zusetzen von Heparin zum 
Vollserum bei pu 5,0 (Acetatgemisch) zu einem gr6éBeren Fallungswert 
fiihrte, als es der prozentualen Konzentration von ausfallbaren Eiweib- 
kérpern im Vollserum entspricht. Vollserum verhielt sich also unter 
diesen vorher beschriebenen Bedingungen verschieden von dem Casein 
und Globulin. Eine Methode zum Nachweis von Heparin im Blut- 
serum war also hiermit gegeben, bloB lieBen sich hiermit nur Heparin- 
mengen nachweisen, die gréBer sind als die, die sich in dem Serum 
befanden, von dem man ausging, um eine Eichkurve zu_schaffen. 
Denn eine Fallung gab das Vollserum ohne Zusatz von Heparin sowieso, 
und da es bisher keine Methode gibt, durch die das vorhandene Heparin 
im Blute weggeschafft werden kann, war es von vornherein unméglich, 
etwas tiber die Lage des wahren Nullpunktes zu wissen. Dureh die 
Versuche, eine vorlaufig brauchbare Eichkurve fiir die Bestimmung 


von Heparinmengen im Blute herzustellen, muBte man auch wissen, 
welche eventuell stérenden Einfliisse die verschiedenen Eiweibfraktionea 
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im Serum auf die Bestimmung ausiiben kénnten. Die Messung des 
Heparins sollte also darauf beruhen, die GréBe der Eiweibfallung 
zu messen, die iber die durch Bestimmung des TotaleiweiBes berechnete 
(refraktometrisch bestimmt) hinausgeht. 

Durch die systematischen Untersuchungen des Einflusses des 
Heparins auf die verschiedenen EiweiBfraktionen des Blutserums sind 
wir, abgesehen von der Begriindung einer aéuBerst einfachen direkten 
Methode der Bestimmung des Antiprothrombins im Blute, zu dem ganz 
unvorhergesehenen Ergebnis gekommen, daB die Globuline im Blute 
mit Heparin-Albuminverbindungen weitgehend iibereinstimmen. 

Es hat sich natiirlich als véllig unméglich erwiesen, in der kurzen 
Zeit seit Beginn dieser Untersuchungen eine erschépfende Identitats- 
prifung zwischen den gewonnenen kiinstlichen Globulinen und den 
genuinen im Blute vorkommenden zu unternehmen. Eine ganze Anzahl 
orientierender Versuche mit den verschiedenen Identifizierungsmethoden 
fiir Globuline haben wir gemacht und bisher eine weitgehende Uber- 
einstimmung zwischen den kiinstlichen und den natiirlichen Globulinen 
gefunden. Von dem Gesichtspunkt dieser neuen Befunde kénnen wir 
auf die groBen Monographien iiber die EiweiBkérper, iiber die Globu- 
line usw. hinweisen. Die Ergebnisse vieler Untersuchungen, die darin 
niedergelegt sind, lassen oft eine geniigende Erklarung mancher Tat- 
sachen fiir ein vélliges Verstandnis offen, z. B. die Fragen der reversiblen 
und irreversiblen Dissoziation der einzelnen EiweiSfraktionen usw. 
Manche dieser Liicken diirften sich anscheinend durch die Unter- 
suchungen, tiber die hier berichtet werden soll, verringern. Dieser 
Umstand gibt unseres Erachtens den hier gefundenen Tatsachen ein 
besonderes Gewicht. 

1. Technik. 
a) Messung des Antiprothrombins. 


x 


Antiprothrombin ohne Begleitung ausfallbarer EiweiBkorper laBbt 
sich mit Hilfe einer empirischen Eichkurve bestimmen. Uber die Kon- 
stitution des Heparins ist noch nicht viel bekannt. Eine Reindarstellung 
wiirde keine allzu schwierige Aufgabe sein. Eine groBe Annaherung 
an die Reindarstellung ist schon von Howell (3) selbst vollzogen. Das 
gereinigte Heparin, das fiir die Herstellung unserer Eichkurve ver- 
wendet wurde, haben wir durch die fallungshemmende Wirkung 
einer bestimmten Gewichtsmenge unter leicht reproduzierbaren Be- 
dingungen definiert. Sollte das Heparin friiher oder spater in ganz 
reinem Zustande vorliegen, kann unser heutiges zufilliges Heparin- 
praparat gut damit verglichen werden. 


Die Messung wird folgenderweise ausgefiihrt: Als Puffersystem mit 
Casein wird das von Michaelis und Pechstein (4) angegebene benutzt. Es 
besteht aus einer Essigséiurelésung und n/10 Natriumacetatlésung mit 
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Casein. Diese letzte Lésung haben wir, um passende Triibungswerte zu 
bekommen, viermal mit n/10 Natriumacetat verdiinnt; sie enthalt also 
weniger Casein, als von Michaelis angegeben ist. Die Essigsdéurelésung 
besteht aus 5ececm n Essigséiure auf 700 ccm Wasser. Hiervon werden 
7 ecm in ein Zangemeister-Becherglas einpipettiert (Vollpipette); dazu 
werden fiir die Kontrollen 2cem Wasser zugesetzt und dann wird | ccm 
der Natriumacetatlésung, die Casein enthalt, eingeblasen und sofort um- 
geschiittelt. Fir die Experimente kann man bis auf 2cem der in Frage 
kommenden Lésung zusetzen. Wird weniger zugesetzt, muB die bis zu 
2cem fehlende Menge mit destilliertem Wasser aufgefiillt werden. Die 
fertige Lésung enthielt also 9 cem n/180 Essigsiéure und | cem n/10 Natrium- 
acetat. Die Lésung ist also so hergestellt, daB 2 cem offen sind fiir Zusatze 
anderer Art. Es ist dringend wichtig, folgendes zu beobachten. Erst wird 
die 7 ccm Essigsaéurelésung angesetzt, dann kommt die Lésung, die unter- 
sucht werden soll und dann wird Wasser bis auf 9 cem aufgefiillt. Zum 
SchluB wird | cem Natriumacetatlésung mit Casein zugesetzt. Nach jedem 
Zusatz mu sofort umgeschiittelt werden. Nach 10 Minuten werden die 
Triibungen mit einem Triibungsmesser abgelesen. Wir weisen auf eine 
friihere Arbeit mit naheren Angaben iiber die Ausfiihrung der Messungen 
mit dem Pulfrichschen Stufenphotometer hin (1). Abb. 1 stellt eine Eich- 
kurve dar. Als Ordinate sind die relativen Triibungswerte und als Abszisse 
die Heparinmenge angegeben. Diese quantitative Methode hat sich durch 
zahlreiche Versuche gut bewiahrt. 
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Abb. 1. Exp. 484. 


Caseinfillung bei Pq 5,0 mit Heparinzusatz. Die gerade Linie oben gibt die relative Triibung 
des ausgefallteu Caseins ohne Heparin an. 


b) Messung des Antiprothrombins direkt im Blutserum. 


Hierzu wurde dasselbe, wie oben beschriebene, Puffersystem (Acetat- 
gemisch py 5,0) verwendet, aber ohne Casein. Da nur ganz kleine Serum- 
mengen fiir die Ausfallung notwendig sind, braucht man nicht, wie oben 
angegeben, 2ccm in System fiir den Zusatz frei zu lassen, sondern kann 
sofort 9cem einer n/180 Essigsiurelésung in die Glaser einpipettieren. 
Die Bestimmung wird so ausgefiihrt: 9 ccm n/180 Essigséurelésung werden 
in die Zangemeister-Bechergliser mit Vollpipetten einpipettiert. | Dann 
werden mit einer Blutpipette (0,lcem in 100 geteilt) 0,03 cem Serum 
zugesetzt und sofort umgeschiittelt; sodann kommt 1 cem n/10 Natrium- 
acetat hinzu und alles wird wieder gut umgeschiittelt. 10 Minuten spiiter 
wird die Triibung abgelesen. 
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Fir die Ausfiihrung der Messungen stellt man sich am besten gleich 
eine gréBere Menge der Essigséiure- und Acetatlésungen her. Um Wachstum 
von Schimmelpilzen in der Lésung zu 
vermeiden, werden einige Kristalle 
Thymol zugesetzt. Abb. 2 stellt eine 
Eichkurve dar. Die Flockungen sind 
durch Zusatz von Heparin in steigender 
Menge zum menschlichen Serumalbumin 
erreicht. Das benutzte Heparin ist so 
definiert, daB 0,03 cem der (1° igen) 
Ausgangsl6sung mit Casein eine Trii- 
bung von 60 gegen 598,8 fiir die 
Kontrolle ergaben. 


2. Antiprothrombinwirkung und 
Globuline. 


Relative Triturg 
S 


Die Messung des Antiprothrom- 
bins im Blutserum erfolgt durch die 
Bestimmung der Globulinmenge. 
Betrachten wir zum Beispiel die 
Ausflockung gleicher Mengen Hiihner- 
serum und Pferdeserum als Funktion 

Abb. 2. Exp. 574. der Wasserstoffionenkonzentrationim 
Die Tribungswerte von bei PH5,.0 Bereich von pu 4,0 bis 6,0, so finden 
ausgeflockten Gemischen aus Serum- 
albumin und Heparin. wir, wie aus Tabelle I und Abb. 3 
hervorgeht, daB sowohl die GréBe 
der Ausflockung als die Lage des isoelektrischen Punktes der 
Globuline beider Sera recht verschieden sind. Die Globuline des 
Hiihnerserums geben eine gréBere Ausflockung als die des Pferde- 
serums und zeigen auBerdem, daB ihre isoelektrischen Punkte im 
Verhaltnis zu denen der Globuline des Pferdeserums mehr nach der 
sauren Seite hin liegen. Die Mehrfallung der Hihnerglobuline gegeniiber 
denen des Pferdes steht in keiner Beziehung zu dem Unterschied im 
TotaleiweiBgehalt der beiden Sera. Denn das Hiihnerserum enthalt 
nur die Halfte des EiweiBes (4,03°%) des Pferdeserums (8,53°%). Setzt 
man nun den beiden Seren etwas Heparin zu, sieht man, daB die Aus- 
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Tabelle I. 
Relative Triibung 
os Hiihnerserum eg Pferdeserum yyy 
4,0 82,0 333,3 3,0 23,0 
4,7 400,0 751,9 33,0 359,7 
5,0 519.0 684.9 82.5 512.8 
5,3 467.3 416,7 142.8 480.8 
5,7 48,8 163.9 117,6 260,4 
5.9 144,9 21.4 ! 60,0 39,0 
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flockungen gréBer werden. Die gewahlte Menge Heparin zum Pferde- 
serum zugesetzt ergibt eine Mehrfallung, die an GréBe und Lage zufallig 
mit dem Hiihnerserum — zu dem kein Heparin zugesetzt wurde 

gleich ist. Heparinzusatz zu dem schon von vornherein stark aus- 
geflockten Hiihnerserum bewirkt ebenso eine Mehrfallung und eine Ver- 
schiebung des isoclektrischen Punktes weiter nach der sauren Seite hin. 
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Abb. 3. Exp. 540. Abb. 4. Exp. 547. 
Ausflockung von Pferde- und Hiihnerserum mit Ausflockung menschlicher Sera mit und ohne 
und ohne Heparin als Funktion der Wasser- Heparin als Funktion der Wasserstoffionen- 
stoffionenkonzentration. konzentration. 
1. Pferdeserum: 2 Hiihnerserum; 3. Pferde- 1. Serum 20; 2. Serum 11; 3. Serum 20 mit 
serum mit Heparin; 4. Hiihnerserum mit Heparin; 4. Serum 11 mit Heparin. 


Heparin. 


Es ist also méglich, die Ausflockung der Globuline beliebig durch 
Heparinzusatz zu beeinflussen. Unterschiede in der FlockungsgréBe 
der Globuline unter gleichen Bedingungen sind meistens mit Unter- 
schieden in der Lage ihres Flockungsmaximums verbunden. Tabelle II 
und Abb. 4 zeigen die Flockung von zwei verschiedenen Menschenseren. 


Tabelle II. 





Relative Triibung 





4 Serum 1 Saami | Serum 20 2 
4,9 4,8 30,5 5,1 38,0 
4,7 161,3 699,3 294,1 833,3 
5,0 297,6 833,3 384,6 | 892.9 
5,3 438.6 595.2 518.1 | 526,3 
5,7 500,0 362,3 523,6 138.9 
5,9 396,8 80,2 264,6 21,2 
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Auch hier ist keine Beziehung zum TotaleiweiBgehalt. Denn das 
Menschenserum, das die gréBte Flockung gibt, hat weniger Eiwei8 
(8,32°,) als das, das die kleinen Flockungen gibt (9,05°,). Die Unter- 
schiede in der Flockung liegen also nicht im Gehalt am GesamteiweiB, 
sondern in der Menge des ausflockbaren EiweiBes, den Globulinen. 
Die FlockungsgréBe geht, wie es aus Tabelle ILL und Abb. 5 hervorgeht, 
proportional mit der Konzentration von ausflockbarem EiweiB. Wird 
die gleiche Menge Heparin den beiden Seren zugesetzt, werden die 
Ausflockungen gréBer und die Flockungsmaxima verschieben sich nach 
der sauren Seite hin. Unter sich verhalten sich die beiden Kurven- 
paare gleich. 
Tabelle III. 

















Globulinlésung Wasser Relative Globulinlésung Wasser Relative 
eem ecm Triibung ecm ecm Triibung 
0,02 1,98 27,2 0,16 1,84 243,9 
0,04 1,96 53,2 0,18 1,82 280,9 
0,06 1,94 87,0 0,20 1,80 324,7 
0,08 1,92 122.0 0,25 1,75 400,0 
0,10 1.90 137,0 0,30 1,70 450,5 
0,12 1,88 192.3 0,35 1,65 543.5 
0,14 1,86 227,2 0,40 1,60 636,0 
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Abb. 5. Exp. 539. 
Die Triibungswerte von bei py 5,0 ausgeflockten Salzglobulinen als Funktion ihrer Konzentration. 


Casein verhalt sich bei px 5 gegeniiber Heparin wie reine Serum- 
globuline, d. h. die Flockung wird je nach der Heparinkonzentration 
mehr oder weniger gehemmt. Aus Tabelle IV und Abb. 6 sieht man, 
wie die Kurve, die die Flockung ausdriickt, sich als Funktion der Wasser. 
stoffionenkonzentration und Heparinkonzentration gestaltet. 
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Tabelle IV. 





Relative Triibung beim 
0,03 cem Heparin 


Px35 PH38 PH4.1 PH4,7 PH5O PHS3) PH5.6 | PH 59 
1 100 526,38 591.7 | 591.7 94,0) 10,4 7.0 7,5 5,8 
1 200 56,0 454.5 | 613.5 520.8 25,0 7.8 6,1 5.8 
1: 500 7.9 49,0 | 649.4 675.7 114.9 9,2 5.8 53 
1: 1000 4.5;| 248 | 6494 724,6 | 574.7 14.5 5.6 47 
1: 5000 3,7 18,5 | 613,5 751.9 | 649.4 | 14,0 74 3,8 
1: 10000 3,7; 19,2 | 628,9 | 769.2 | 666,7 | 17,5 7,0 4.5 
1: 15000 5.8; 12,9 | 641.0 769.2 | 680.3 17,0 5,7 4.58 
1 : 20000 3,9| 13,2 | 628.9 | 793,7 | 699,38 | 15,9 6,3 43 
Kontrolle -- Heparin 3.5! 17,0 641.0 | 819.7 709.2) 15.0 6,4 48 
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Abb. 6. Exp. 478. 
Triibungswerte von ausgeflocktem Casein als Funktion der Wasserstoffionenkonzentration 
(Abszisse) und Heparinkonzentration. 
Die Zahlen bei den Kurven geben die Heparinkonzentration an. 


Es geht ferner aus den Beobachtungen hervor, daB kein prinzipieller 
Unterschied zwischen den Globulinen verschiedener Tiere besteht. 
Die FallungsgréBe unter gleichen Bedingungen hangt von der Globulin- 
menge ab. Die Globulinmenge ist ein Ausdruck fiir die Menge des 
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Antiprothrombins (Heparins) im Blute, denn mit der Zunahme der 
Flockungsgré8e erfolgt eine Verschiebung des Flockungsmaximums nach 
der sauren Seite hin. Tabelle V und Abb.7 stellen die Globulin- 
flockungen aus Serum verschiedener Tiere dar. 


Tabelle 


if 





Relative Triibung 


Pu erie 7 orn Meer- 
poe = “ae r ae 
3,5 4.5 4,7 4.5 
4,05 8,0 5,3 4,0 
4.6 149.2 89,0 13,7 
5,1 485.4 196,1 149.8 
5,5 438.6 144.9 178,6 
6,1 354,6 33,2 185,2 


Ziegen- Hiihner- Pferde- 
serum serum serum 
15,0 5.2 5,5 
24,0 4.2 5,2 
71,0 50,0 29,5 
149,2 270.3 156.3 
182,2 238,1 194,2 
200.0 131.6 161,3 


Es erhebt sich die Frage, der nicht geringe Bedeutung zukommt, 
ob die Messung der Antiprothrombinmenge durch die Bestimmung 
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Abb. 7. Exp. 562. 

Ausflockung von Seren verschiedener Tiere 
als Funktion der Wasserstoffionenkonzen- 
tration. 

1. Kaninchenserum; 2. Hiihnerserum; 
3. Pferdeserum; 4. Meerschweinchenserum ; 
5. Ziegenserum; 6. Rattenserum. 


der ausgeflockten Globuline bei 
pu 5 als einzigem MeBbereich 
geniigt, um alle Schwankungen 
des Globulingehaltes verfolgen 
zu kénnen. Bei Betrachtung 
der Abb. 3 und 4 stellt es sich 
heraus, daB die Wahl von pu 5 
ganz gunstig ist, indem man es 
hier anscheinend mit den gr6Bten 
Schwankungen zu tun hat. An- 
dererseits wird es sich aber 
vielleicht herausstellen, daB eine 
Ausfiihrung von Messungen in 
mehr alkalischem Bereich not- 
wendig ist (siehe Abb. 7). Im 
weniger sauren Gebiet als pu 5 
wird man das Fallungsoptimum 
fiir Pseudoglobuline haben, und 
wenn es sich um Plasma handelt, 
auch das des Fibrinogens. Es ist 
mdglich, da2 man sich gegebenen- 
falls fiir klinische Zwecke mit 
der Fallung von Serum im 
ganzen Bereich von px 4,0 bis 6,5 
bedient. 
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a) Proportionalitat der Wirkung des Antiprothrombins und der Menge der 
ilobuline. 


Auf Grund der beschriebenen Untersuchungen ware es zu erwarten, 
daB sich gréBere Mengen Heparin (Antiprothrombin) aus einem globulin- 
reichen Serum als aus einem globulinarmen Serum isolieren lassen. 

Fiir die Versuche wurde Hiihnerserum als globulinreiches Serum 
und Pferdeserum als globulinarmes Serum gewahlt (s. Abb. 3). 


Als Methode wurde die von Howell (2) angegebene benutzt. Von 
Hiihnerserum (TotaleiweiB 4,03°,) und Pferdeserum (TotaleiweiB 8,53 °.,) 
wurden je 10 ccm mit 50cem Aceton gefallt. Das gefallte EiweiB wurde 
zentrifugiert und kurz getrocknet und dann 2 Stunden in 70 cem 96 °,igem 
Methylalkohol am RiickfluBkiihler gekocht. Das Eiwei8 wurde mit Methyl- 
alkohol gewaschen und dann getrocknet. 50ccm einer Lésung, die zu 
gleichen Teilen aus einer 0,5°% ig. NaCl- und einer Pufferlésung py 9,2 
bestand, wurden bis 70 bis 80° erwirmt und dem Eiweif zugesetzt. Nach 
einem etwa 1/, Stunde lang dauernden Extrahieren wurde zentrifugiert 
und die klare Lésung mit 75 cem Aceton versetzt. Nach etwa 15 Stunden 
wurde zentrifugiert und der Bodensatz in lcem destillierten Wassers 
gelést. In diesem Extrakt wurde die Menge des Heparins mittels seiner 
Hemmungswirkung auf die Caseinfillung gemessen, Tabelle VI. 


Tabelle VI. 





Relative Triibung 


Coe ee ew Se 500,0 


Casein mit 0,3 cem Extrakt von Pferde- 

Seta ht ag ee ek Sg) Se 526.0 
Casein mit 0.,3cem Extrakt yon Hiihner- 

src Riek, No tns the pyetae bins ie Ser Duis 450,5 


Es geht hieraus hervor, daB sich aus dem Hiihnerserum eine 
groBere Menge Heparin isolieren lieB als aus dem Pferdeserum. Die 
Heparinmenge, die aus Pferdeserum isoliert wurde, war so klein, daB 
sie nur eine geringe Mehrfallung von Casein hervorrief (,,unregelmaBige 
Reihe“), wogegen sich aus Hiihnerserum unter denselben Bedingungen 
soviel isolieren lieB, daB hiermit eine deutliche Hemmung gegeniiber 
der Kontrolle nachzuweisen war. 


Wir haben eine kleine Anderung in der Methode Howells eingefiihrt, 
die wir als eine Verbesserung ansehen: die Extraktionslésung haben wir 
schwach alkalisch gemacht. Die Ausbeute von Heparin wird dadurch 
gréBer. Aus verschiedenen anderen Griinden wurde untersucht, wie Heparin 
sich mit einem EiweiBstoff verbindet, wenn dieser sich 1. als nicht ionisiertes 
oder isoelektrisches Protein, 2. als Metallproteinat, oder 3. als Proteinsiure- 
salz vorfindet, je nach seiner Wasserstoffionenkonzentration. Mehrere 
Versuchsreihen mit Versuchsanordnungen, wie sie von J. Loeb (5) angegeben 
worden sind, haben uns tiberzeugt, daB8 Heparin auf der alkalischen Seite 
des isoelektrischen Punktes des benutzten EiweiBkérpers (Gelatine) am 
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wenigsten an den EiweiBkérper gebunden, also in der iiberstehenden Fliissig- 
keit vorhanden ist. 

Ist die Globulinmenge ein direkter Ausdruck fiir die Menge des 
Antiprothrombins, dann muB auch die Gerinnbarkeit eines Plasmas 
mit groBer Globulinmenge gegeniiber der Gerinnbarkeit eines Plasmas, 
dessen Globulingehalt klein ist, verzégert sein. Fiir Untersuchungen 
dieser Art ist Hiihnerplasma sehr geeignet, weil die Thrombocyten aus 
dem Blute sich so leicht entfernen lassen. 

Plasma wurde einer Reihe Hiihnern unter den gewéhnlichen 
Kautelen (geélte Kaniilen, eisgekiihlte paraffinierte Gliser) entnommen. 
Gleichzeitig wurden aus dem Vollblut der entsprechenden Plasmen 
Sera zubereitet. Mit den Sera wurden die relativen Globulinmengen 
bestimmt. Von den verschiedenen Plasmen wurden die relativen 
Gerinnungsgeschwindigkeiten gemessen. Hierzu dienten die Apparatur 
und die Versuchsanordnung, die wir bereits friiher beschrieben haben (6). 
Um nicht stundenlang oder eventuell tagelang auf die Gerinnung zu 
warten, wurde zu allen Plasmen dieselbe Menge eines stark verdiinnten 
Gewebesaftes (1: 10000 verdiinnt) zugesetzt, um die Gerinnung inner- 
halb eines zweckmaBigen Zeitraumes zustande zu bringen. In Hinsicht 
darauf, daB die Gerinnungsbestimmung eine sehr ungenaue und mit 
unkontrollierbaren Fehlern behaftet ist, konnten wir eine durchaus 
gute Ubereinstimmung zwischen Globulinmenge und Gerinnung fest- 
stellen. Es ist nimlich nicht méglich, auszuschlieBen, daB irgendeine 
geringe Spur von Gewebskoagulinen bei der Blutentnahme  mit- 
geschleppt wird (Manipulation mit GefiéBen, Trennung des Plasmas 
von den korpuskularen Elementen usw.). Spuren von Gewebesaft 
(Koagulin) sind natiirlich ohne EinfluB auf die Globulinbestimmungen. 
Die Globulinbestimmungen geben uns den wirklichen Ausdruck fir 
die Gerinnbarkeit eines Plasmas. 

Aus folgenden Versuchen ergeben sich die Globulinbestimmungen 
(aus 0,03 cem Serum) und die relativen Gerinnungszeiten unter den 
obenerwahnten gleichen Bedingungen, Tabelle VII. Plasma 787 und 789 
stammen von Hiihnern, die mit etwa dreiviertel Erythemdosis Réntgen 
bestrahlt wurden. 

Tabelle VII. 





I a prong Relative Triibung ae 
777 - 104,2 18 
778 _ 133,3 21 
787 4,12 144.4 65 
739 | 5,01 151,5 251/, 

790 3,50 99,0 | 111), 
794 | 3,65 136,1 24 


795 || 3,19 85,0 81/, 
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EKinigen Hiihnern haben wir nach einem vier- bis sechswéchigen 
Abstand wieder Blut entnommen und gefunden, daB die Triibungs- 
werte mit den friiheren genau tibereinstimmen. 

Wir haben Gelegenheit gehabt, eine ganze Reihe menschlicher 
Seren zu untersuchen. Der Mittelwert der relativen Triibung dieser 
Sera betrug fiir 0,03,ccm Serum etwa 200. Die héchsten Werte stammten 
von Seren aus Patienten mit Ikterus. Bei Ikterus ist, wie bekannt. die 
Blutgerinnung oft derartig verzégert, daB operative Eingriffe kontra- 
indiziert sind. Der héchste bisher erreichte Wert war bei einem schweren 
Ikterus und betrug 500. Wie bekannt, kommt es oft bei Anaemia 
perniciosa zu spontanen Blutungen ; hier haben wir Werte um 300 herum 
bekommen. Der bisher gefundene niedrigste Wert betrug 138. 

Berechnet man mittels der Eichkurve (Heparin und Serum- 
albumin), wie viel Heparin im Blute des normalen Menschen vorhanden 
ist, kommt man zu uberraschend groben Werten. Um einen Triibungs- 
wert von etwa 200 zu erhalten, sind etwa 1°, Heparin im Serum- 
albumin notwendig. Hieraus folgt, daB etwa 50g unserem unreinen 
Heparin entsprechend im ganzen Blute vorhanden sind. Wie weit 
diese Zahlen den tatsachlichen Verhaltnissen entsprechen, kann noch 
nicht mit Sicherheit festgestellt werden, solange die Methode der 
Isolierung des reinen Heparins noch unvollkommen ist. Die Bindung 
des Heparins am EiweiBkérper scheint eine sehr feste zu sein und laBt 
sich nicht so einfach sprengen. 


b) Das Globulin als Antigerinnungsstoff. 


In friiheren Untersuchungen (1) haben wir zeigen kénnen, daB 
die hemmende Wirkung des Heparins auf die Gerinnung darin besteht, 
eine Keimbildung zu verhindern. Wir nehmen jetzt an, daB das Heparin 
ein Komponent des Globulinsystems ist. Es ist von vielen Unter- 
suchern [namentlich Reiss (7)] behauptet worden, daB das Brechungs- 
vermégen der Globuline durch héhere Werte sich merklich von den- 
jenigen des Albumins unterscheidet. Auf Grund der Feststellung 
[Landolt und Gladstone sowie Dale (8)}, daB das spezifische Brechungs- 
vermégen von Gemischen sich rein additiv aus der Summe der Kom- 
ponenten zusammensetzt, entwickelte Reiss eine Methode fiir refrakto- 
metrische Bestimmungen des Eiweifbes im Blutserum. 

Fiir das héhere Brechungsvermégen der Globuline gegenitiber den 
Albuminen ist wohl das bedeutend gréBere Atomvolumen des Globulin- 
molekiils verantwortlich. Nun ist es schwierig zu verstehen, wie ein 
groBer Molekiilkomplex gegeniiber dem kleineren Albuminkomplex 
eine Keimbildung verhindern kann und vor Gerinnung zu schiitzen 
vermag. Man wiirde eher erwarten, daB es umgekehrt sein miiBte. 
Unsere oben beschriebenen Tatsachen iiber die Wirkung des Heparins 
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auf das Serumalbumin sind anscheinend auch nicht mit einer Schutz- 
wirkung gegen Keimbildung vereinbar. Es ist doch gefunden, daB 
Heparin das Albumin zu einem groben hydrophoben Komplex um- 
wandelt, der wasserinstabil ist. Die Globuline dagegen benehmen sich 
mit Heparin wie hydrophile und wasserstabile Kolloide. Gehen wir 
vom Serumalbumin aus und setzen Heparin zu, werden wir, je nach 
den Bedingungen und namentlich je nach der He»arinkonzentration, 
eine ganze Menge Stadien von héchster Instabilitit bis auf héchste 
Stabilitat der Albumin-Heparinverbindungen passieren. Mit anderen 
Worten, das Maximum der Instabilitaét der Heparin- Albuminverbindungen 
verschiebt sich mit der Heparinkonzentration nach der sauren Seite hin. 
Gleichzeitig hiermit wachst ihre Stabilitat um so starker auf der weniger 
sauren Seite. Ubereinstimmend hiermit ware es zu erwarten, daB das 
Brechungsvermégen von Globulin und Albumin sich nicht ganz additiv 
verhalt. 

Wir haben oft Gelegenheit gehabt zu beobachten, daf der 
Brechungsindex eines Blutplasmas geringer als des entsprechenden 
Serums ist. Einige Beispiele sollen angegeben werden, Tabelle VIII. 
Man denkt unwillkirlich daran, daB wohl eine Wasser- oder Elektrolyt- 
bindung an das Fibrin durch die Gerinnung stattgefunden hat; denn 
wie ware es sonst méglich, daB der Brechungsindex gréBer wird, wenn 
eine groBe Menge EiweiB entfernt wird ? 


Tabelle VIII. 





Brechungsindex Np (17,59 C) 


Plasma Nr.795 ...... . | 1,341468 


Serum Nr.795........ 1,343278 
,.. ba, 1,341620 
Gerem Wr: 708... 1... | 1,342978 


Wir haben etwas genauer untersucht, wie Zusatz von Globulin 
oder Heparin zu Serumalbumin den Brechungsindex beeinfluBt. Fiir 
die Untersuchung wurden Globuline durch fiinftagige Dialyse aus 
Pferdeserum gewonnen. Zu diesem durch Dialyse gewonnenen Serum 
wurden die fehlenden Elektrolyte in Form von Ringersalzen zugesetzt. 
Der Pulfrichsche Eintauchrefraktometer wurde verwendet (Tabelle LX). 


Aus den Versuchen geht hervor, daB Zusatz von Heparin oder 
Globulin zu Serumalbumin oder Vollserum ein etwas _niedrigeres 
Brechungsvermégen der Mischung ergibt als das aus der Summe der 
einzelnen Komponenten berechnete Brechungsvermégen, und zwar 
auch unter Beriicksichtigung des Verdiinnungsmomentes. 

DaB die spezifische Refraktion der Globuline diejenige der Albumine 
iibertrifft, gilt sicherlich nur, wenn man die einzelnen Fraktionen hat. 
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Tabelle IX. 





Brechungsindex /!p 


(17,59 C) 
Exp. 577. 
lecem Serumalbumin + 0,03 cem destilliertes Wasser . 1.541468 
1cem Serumalbumin + 0,03 cem Heparin 1: 200 ir 
destilliertem Wasser . 1.541430 
Exp. 578 a. 
Scem Vollserum + 0,96 cem destilliertes Wasser . 1.350876 
8 cem ig + 0,96 ccm Heparin 1: 100 1.350849 
8 cem - + 0.60 cem destilliertes Wasser . 1 349026 
8 com * + 0,60 cem Heparin 1 : 100 : 1.349100 
8ccem destilliertes Wasser + 0,60 ccm Heparin 1: 100 1333390 
Exp. 578 b. 
8ecm Vollserum -+- 0,7 cem ae oat ae 1,849692 
Ringerlésung . . ; 1.334857 
8cem Ringerlésung + 0,7 cem Glob ulinlésung i in ‘Ringer 1,335052 
8cem Vollserum + 0,7cem Globulinlésung in Ringer. . 1,349766 
Exp. 578 ¢. 
8cem Ringer + 0,7 ccm Globulinlosung. . Se 1,335052 
8ecem Ringer + 0,7 cem ere -} 0,06 cem 
Heparin 1:100.... Fe wn fas 1,335052 
8ecm Vollserum + 0,7 com G lobulinlésung st de ‘ 1,349766 
8ecem Vollserum + 0,7 cem Globulinlésung + 0,06 cem 
ME 5. sak we ee se sw. 1,349544 


Aus diesen Untersuchungen sind wir berechtigt anzunehmen, daB die 
Globuline die Dispersitét des gesamten EiweiBsystems im Serum 
erhohen 


3. Heparinalbumin und die natiirlich vorkommenden Globuline. 

Es ist nachgewiesen worden, daB die Antiprothrombinwirkung an 
die Globuline gebunden ist und daB die Antiprothrombinmenge eines 
Serums direkt auf die Menge der Globuline schlieBen 1aBt. Diese Tat- 
sache bereits deutet darauf, daB das Antiprothrombin nicht etwa als 
eine unwesentliche Komponente oder als Nebenprodukt der Globuline 
anzusehen ist, sondern als Komponente des SerumeiweiBes, ohne den 
die Globuline itiberhaupt nicht vorkommen wiirden. 

Isoelektrischer Punkt. Wird Heparin, wie bereits anfangs erwahnt, 
zu einem durch langdauernde Dialyse gewonnenen Serumalbumin 
gesetzt, tritt bei schwach saurer Reaktion eine Flockung auf. Das 
Flockungsmaximum als Funktion der Wasserstoffionenaktivitat hangt 
von der Heparinmenge ab, Tabelle X (Experiment 561). Die geringe 
Flockung, die sich bei Albumin bemerkbar macht, bedeutet nur, daB 
das Albumin noch Spuren von Globulin enthalt. Es geht aus Tabelle X 
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hervor, daB man Flockungsmaxima bekommt, die von der Heparin- 
konzentration abhangig sind und den Flockungsmaxima der Globuline 
entsprechen. 

Tabelle X. 





Relative Triibung 


0,03 ecm Alb. 0,03 cem Alb. 0,03 eem Alb. 


, “ . 
i ar tne — + 0,03 — + 0,03 a + 0,03 = 
4,05 4,0 6,5 26,6 699.3 
4.6 8,0 25,0 423,7 526,3 
5,1 31,2 144,9 500,0 142.8 
5,5 40,0 169.5 292.4 55,0 
6,1 26,5 | 117,6 41.4 20,0 


Die FlockungsgréBe ist ziemlich unabhingig von den Albumin- 
konzentrationen, Tabelle XI (Experiment 565). Fiir die Serumalbumin- 
lésung, die durch Dialyse gewonnen und fiir die Versuche benutzt 
wurde, ist die normale Elektrolytkonzentration mit Ringer-Salzen wieder 
hergestellt worden. 

Tabelle XI. 





Relative Triibung 


Serumalbumin mit 0,03cem Heparin mit 0,03 ccm Heparin 
ecm 1: 1000 1: 500 
0,02 17,0 31,0 
0,04 17,5 32,0 
0,06 19,5 34,0 
0,08 20.0 31,0 
0,10 17,0 32,0 


Dialyse. Die Ausfallung von Globulin aus Serum durch Dialyse 
beruht ja auf der Unldslichkeit der Globuline im Wasser. Es wire 
danach zu erwarten, daB Heparinzusatz zu einer elektrolytfreien Serum- 
albuminlésung eine sofortige Ausflockung von Globulinen bewirkt. 
Das ist auch tatséchlich der Fall (Experiment 566). Nach Zusatz von 
Elektrolyten gehen die Ausflockungen wieder in Lésung, ebenso bei 
Uberschu8 von Heparin. 

Nach Zusatz von Heparin zum Vollserum mit nachfolgender 
Dialyse (4 bis 5 Tage) entstehen gréBere Mengen Globuline als in den 
Kontrollseren ohne Heparin. 


Experiment 573. In je vier Kollodiumhiilsen wurden 10 cem Pferde- 
serum einpipettiert. Zwei dienten als Kontrollen. Zu einer wurden 0,5 cem 
1% ig. Heparin (5 mg Heparin) und zu einer anderen 1 ccm 1 ig. Heparin 
(10 mg) zugesetzt. Alle wurden unter einem kleinen Uberdruck (Steigrohr 
mit Toluol) 3 Tage lang gegen flieBendes Leitungswasser, die letzten 2 Tage 
gegen destilliertes Wasser dialysiert. Nach Ablauf dieser Zeit wurden die 
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Dialysate in tarierten Zentrifugenglasern zentrifugiert und die ausgefallten 
Globuline bei 100° bis zur Gewichtskonstanz getrocknet und gewogen, 
Tabelle XII. 

Tabelle XII. 





Globulin 


Nr. 10 ccm Pferdeserum a 
Trockengewicht in mg 
1 Ohne Heparin. . .. . 51,0 
2 m in a ae oe 54.0 
3 mit 5mg Heparin . . 77,0 
4 0. me en oe 77.6 


Es ist hieraus ersichtlich, daB eine Zunahme von etwa 50°, 
Globulin in Serum mit Heparin unter den experimentellen Bedingungen 
stattgefunden hat; die Zunahme ist kaum gréBer mit 10 mg Heparin 
als mit 5mg. Worauf dies beruht, ist noch nicht ganz klar. Denn im 
Zentrifugat war kein Heparin mehr nachweisbar, die Lésungen waren 
noch imstande, durch Zusatz von mehr Heparin mehr Globulin zu geben. 

Aussalzen. Es ist bekannt, daB die Resultate der Fallung von 
Globulin und Albumin im Serum sehr von den benutzten Methoden 
abhangen. Da wir iiber die Heparinkonzentration im Unklaren sind, 
die nétig ist, um eine unter den gegebenen Bedingungen maximale 
Globulinmenge aus Serumalbumin zu erzeugen, sind die Resultate 
durch Aussalzen mit Natriumsulfat und Ammoniumsulfat nicht ein- 
deutig. Soviel kann man aber doch sagen, daB der Heparinzusatz 
von etwa 0,2 ccm auf 5ccm Serumalbumin (Experimente 568 und 586) 
eine deutliche Zunahme der Euglobuline bewirkt. 

CO,. Wird einer Serumalbuminfraktion (durch Dialyse gewonnen 
und auf normale Elektrolytkonzentration kompensiert) etwas Heparin 
(0,.3cem 1%ig. Heparin auf 5ccem Serumalbumin) zugesetzt 20mal 
mit destilliertem Wasser verdiinnt und CO, !/, Stunde durchgeleitet, 
so entstehen Ausflockungen, die in den Kontrollen ohne Heparin nicht 
vorkommen. 

Léslichkeit in Elektrolyten, in Alkali, in Uberschug von Heparin. 
Eine Salzglobulinlésung wird bei px 5 ausgefallt. Eine Albuminlésung 
(Dialyse) wird mit gleichen Teilen einer 1°,ig. Heparinlésung gemischt 
und ebenso bei pu 5 ausgefallt. Beide Lésungen wurden zentrifugiert 
und das ausgeflockte Eiwei8 sofort in destilliertem Wasser auf- 
geschwemmt. 

Beide Eiwei8kérper verhalten sich identisch beziiglich Léslichkeit 
in Elektrolyten (Ringer) bei Uberschu8 von Heparin und in schwach 
alkalischen Lésungen (Experiment 569). 

Das Verhalten der Serumglobuline gegeniiber Heparin. Es ist bereits 
erwahnt worden, daB sich die Globuline in Uberschu8 von Heparin 
lésen, was mit der Verschiebung des isoelektrischen Punktes zusammen- 











480 A. Fischer : 


hangt. La®t man eine Globulinfraktion (Salzglobulin) bei py 5 in 
Lésungen mit steigender Heparinkonzentration ausflocken, so sieht 
man zuerst eine kleine Steigerung der Flockung, mit mehr Heparin 
folgt eine Abnahme. Wie alle natiirlichen Globuline und auch das 
Fibrinogen verhalten sich auch die aus Heparin und Serumalbumin 
gebildeten Globuline. Die Konzentration von Heparin, die zu einer 
maximalen Ausfallung fiihrt, ist fiir die verschiedenen Globuline ver- 
schieden und muB uns tiber die Heparinladung der betreffenden Eiweib- 
fraktion Auskunft geben. Das Prinzip der Analyse besteht mit anderen 
Worten darin, den Grad der Sattigung der Globuline mit Heparin 
zu bestimmen durch die Messung der relativen Heparinkonzentration, 
die nétig ist, um den Umkehrpunkt (der ,,unregelmaBigen Reihe‘‘) 
zu erreichen. 

Tabelle XIII und Abb. 8 zeigen einen Versuch mit Euglobulin 
und Albumin. 

Tabelle XIII. 





Relative Triibung 





Nr. || 0,03 cem Heparin : ai 
| Eugiobalin | 0,05 cem Albumin 

1 | 1: 1000 | 104,2 31,0 

2 | 1: 690 100.0 60,0 

3 I 1: 490 88,0 | 195,3 

4 | 1: 200 | 80,0 | 1563 

5 | 1: 100 i 64,0 163,9 

6 || Kontrolle ohne | 90,0 8,8 
i Heparin I 


Fibrinogen wurde nach Mellanby aus 10ccm Hiihnerplasma ge- 
wonnen und in 3 cem Ringerlésung gelést. Wir haben uns davon tiber- 
zeugt, daB diese Lésung gerinnbar war. 

ge Aus Tabellen XIV und XV geht her- 
| J vor, daB Fibrinogen nach Zusatz von 
Heparin mit einer Steigerung der Aus- 
| flockung reagiert, die bis auf ziemlich 
groBe Heparinkonzentrationen andauert 
und dann allmahlich in Lésung geht. 
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Zusammenfassend kénnen wir sagen, 
daB das Fibrinogen die Plasmafraktion 
, ‘ reprasentiert, die aus dem BluteiweiB 
aaa 1600 1400 T2010 mit der geringsten Heparinmenge ent- 

Hep. Konzentration . ‘sale Paik . 
standen ist. Fibrinogen benimmt sich 


a 














Abb. 8. Exp. 557. 


Ausflockung von Serumalbumin und 
Serumglobulin mit und ohne Heparin. 
1. Albumin; 2. Globulin; 3. Albumin 
mit Heparin; 4. Globulin mit Heparin. 


mit Heparin etwa wie Serumalbumin, 
fangt aber bei px 5 mit einer starken 
Ausflockung ohne Heparin an, die mit 
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steigender Heparinmenge gréBer wird und erst mit relativ groben 
Mengen Heparin wieder in Lésung geht. 


Tabelle XIV. 








Nr. 0,03 cem Heparin Relative Triibung 0,1 ecm 
Fibrinogenlésuns 

1 1 : 20090 125,0 

2 1: 10000 129.8 

3 1: 6900 144,9 

4 1: 2090 200,0 

5 oe 800 294,1 

6 1: 409 285,7 

7 1: 200 357,1 

8 Kontrolle ohne Heparin 105,3 

Tabelle XV. 
Nr. 0,03 cem Heparin Relative Triibung. 0,06 cem 
Fibrinogenlisung 

z 1: 10000 41,0 

2 | 1: 4000 48.5 

3 | 1: 600 66,0 

4 | 1 100 82.0 

5 50 23,0 

6 & 25 30,0 

7 Kontrolle ohne Heparin 36,2 


Euglobulin dagegen geht mit selbst ganz kleinen Mengen Heparin 
wieder in Lésung. Es soll an dieser Stelle erwihnt werden, daB eine 
dichte Aufschwemmung von Euglobulin in destilliertem Wasser mit 
ganz kleinen Mengen Heparin vollstindig in Lésung geht. Pseudo- 
globulin steht zwischen Fibrinogen und Euglobulin in seinem Verhalten 
zu Heparin. Ebenso wie die Serumglobuline verhalt sich das Casein. 
Es ware eigentlich zu erwarten, daB das Casein im Prinzip und in 
physikalisch-chemischer Hinsicht ahnlich wie das Serumglobulin 
zustande gekommen ist. Wir versuchten eine Extraktion nach Howell 
mit dem Casein anzustellen (Tabelle XVI, Experiment 567). 


Tabelle XVI. 





Relative Triibung 


Kontrollfallung von Casein bei pq 5.9. . . 2. 2... . 500 

Mit 0,5cem Extrakt von Casein ........2.2.. 158,8 
0,l1ccm Serumalbumin (Kontrolle). .......2.2.. 5,0 
0,1 cem Serumalbumin + 0,3cem Extrakt von Casein . 390,0 


40 g Casein (Hammarsten) wurden genau so behandelt, wie es soeben 
zum Nachweis von Heparin im Blutserum beschrieben wurde. Nach der 
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Acetonfallung wurden die abzentrifugierten Flocken in 3 cem 0,5 °,ig. NaCl 
gelést und die Wirkung des Heparinprinzips auf die Caseinfallung und auf 
Serumalbumin nachgewiesen. 

Wie ersichtlich, ist ein sehr aktiver Extrakt aus Casein gewonnen 
worden, das sowohl auf die Fallung von Casein und Serumalbumin 
wie ein sehr aktives Heparin wirkt, indem es die Caseinfallung hemmt 
und mit Serumalbumin eine starke Ausflockung bewirkt. 

Die Globuline spielen unter anderem bei Immunreaktionen eine 
groBe Rolle, besonders bei der sogenannten Komplementwirkung. Fs 
ist deshalb naheliegend, die kiinstlich erzeugten Globuline in ihrem 
Verhalten zu gewissen Immunititsreaktionen mit den genuinen zu 
vergleichen. Hier soll iiber ein eigenartiges Phinomen, das von 
F.. Klopstock (9) entdeckt wurde, kurz berichtet werden. Er hat gefunden, 
da8, wenn man Albumin und Globulin mit Kontrastfarben farbt und 
dies zusammenmischt, nun eine Mischfarbe entsteht, in der stets die 
Farbe des Albumins dominierend ist. Wir haben folgende Versuche 
ausgefiihrt : 

1. lecm Albumin + 2 Tropfen 1°%ig. Heparin mit Kongorot 
gefarbt ; 

2. leem Albumin + 2 Tropfen Wasser mit Anilinblau gefarbt. 

Bei Zusammenmischen entstand eine blaue, leicht violett geténte 
Lésung. 

1. lecem Albumin + 2 Tropfen 1% ig. Heparin mit Anilinblau 

gefarbt ; 

2. leem Albumin + 2 Tropfen Wasser mit Kongorot gefarbt. 

Bei Zusammenmischen entstand eine rote Lésung. 

Die Albumin-Heparinlésung hat sich in diesem Falle ganz wie die 
Globulinlésung von Klopstock benommen. 


Diskussion und Zusammenfassung. 


Unsere Aufgabe war, eine Methode zu entwickeln, die uns in den 
Stand setzt, kleinste Mengen von Antiprothrombin oder Heparin im 
Blute nachweisen zu kénnen, um hiermit die physiologische Bedeutung 
des Heparins zu studieren. Wir haben friiher gezeigt, daB Heparin 
in kleinsten Mengen aéuBerst wirksam auf die Fallung von Globulin ist. 
Diese Beobachtung gab uns die Vermutung, daB dem Heparin auBer 
der Eigenschaft, hemmend auf die Blutgerinnung zu wirken, noch eine 
gréBere Rolle im Organismus zukommt. Der Gerinnungsvorgang spielt 
sicher eine gréBere Rolle als die einer Einrichtung, zweckmabBig 
Blutungen im Organismus zum Aufhéren zu bringen. Der Mechanismus 
der Gerinnung kann vielleicht als Modell angesehen werden fiir 4hnliche 
Vorgange von groBer Bedeutung, die sich an den Zellen selbst abspielen. 
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Gleichartige Gedanken sind schon von Friedrich Kraus (10) friiher 
ausgesprochen worden. 

Wir sind jetzt imstande, eine Methode anzugeben, durch die die 
Menge des Antiprothrombins im Blute gemessen werden kann. Das 
Arbeiten mit der Schaffung einer solchen Methode hat uns zu den 
unerwarteten Ergebnissen gefiihrt, daB das Prinzip des Heparins oder 
Antiprothrombins fiir den Aufbau komplexer EiweiBverbindungen in 
tierischen und méglicherweise auch in pflanzlichen Organismen von 
groéBter Bedeutung ist. 

Wir sind in der Lage, die Identitaétspriifung dieser kiinstlich auf- 
gebauten EiweiBkérper von mindestens zwei Seiten aus zu bewerk- 
stelligen. Erstens kennen wir die biologische Wirkung des Antipro- 
thrombins, der einen Komponente des Komplexes, und sind dadurch 
imstande, die Parallelitaét der Wirkung dieser Komponente mit den 
chemischen und chemisch-physikalischen Untersuchungen der natiir- 
lichen Serumglobuline zu vergleichen. Da es sich herausgestellt hat, 
daB Heparin mit dem Serumalbumin Globuline bildet, haben wir 
nunmehr die Méglichkeit, die Identitat der natiirlich vorkommenden 
Globuline mit den kiinstlich erzeugten zu priifen. 

Wir haben uns vorliufig darauf beschrinkt, die Identitaét in 
physikalisch-chemischer Hinsicht zwischen den natiirlichen und kiinst- 
lichen Globulinen zu priifen. Uber die chemische Identitat kénnen wit 
noch nicht viel sagen. 

Betrachten wir die Zusammenstellung von Spiegel-Adolf (11) iiber die 
Bausteine verschiedener durch Hydrolyse gespaltener EiweiBkérper, so 
ergibt sich, daB die Unterscheidungen der Serumproteine auf Grund ihres 
physikalischen Verhaltens durch die Ergebnisse der Analyse so wenig 
gestiitzt werden, da®B eine Umwandlung der beiden Proteine ineinander 
durchaus méglich erscheint. Der Einwand z. B., der von Hammarsten (12) 
gegen die Untersuchungen von Moll (13) erhoben ist, daB man _ nicht 
glykokollhaltiges Globulin aus glykokollfreiem Serumalbumin aufbauen 
kann, ist nur dann ein schwerwiegender Einwand, wenn man als Globuline 
lediglich soleche Komplexe definiert, die Glykokoll enthalten miissen. 
Dasselbe gilt fiir den Einwand iiber den Phosphorgehalt der kiinstlichen 
Globuline im Vergleich mit den natiirlichen. Das fehlende Glykokoll im 
Serumalbumin ist sicherlich nicht entscheidend fiir die Definition Albumin. 

Man muB sich klar dariiber sein, wie es auch von Sérensen (14) betont 
worden ist, da die gereinigten Proteinfraktionen in dem nativen Blute 
als solchem nicht vorkommen, und da die Eigenschaften der einzelnen 
Fraktionen sehr von den zur Reinigung und Herstellung benutzten Methoden 
abhangig sind. DaB z. B. ein Teil der phosphorhaltigen Stoffe im Serum 
durch das Aussalzen mit den Globulinen (Euglobulinen) mit gefallt wird, 
sagt gar nichts tiber die Bindungsverhiltnisse dieser Stoffe im urspriing- 
lichen Serum. An den Brechungsverhaltnissen der verschiedenen EiweiB- 
fraktionen, iiber die berichtet wurde, glauben wir eben ein Beispiel dafiir 
zu haben, wie sich die Verhaltnisse veréndern, wenn man sie in den nativen 
biologischen Fliissigkeiten findet und wie sie sich in Fraktionen verhalten. 
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Das Heparin und die Globuline bewirken unter den natiirlichen 
Bedingungen eine erhéhte Dispersion der EiweiBkérper im Blute und 
sind dadurch imstande, einer Keimbildung vorzubeugen und die Blut- 
gerinnung zu hemmen. 

Hiermit hangt sicher die Beobachtung zusammen, die von Hardy und 
Mellanby (15) gemacht und von Sérensen (14) durchaus bestiatigt wurde, 
da8 die in einer gegebenen Salzlésung geléste Globulinmenge annéhernd 
proportional mit der Menge von Globulinaufschwemmungen, die zum Versuch 
verwendet wurde, ist. Sdérensen erklart dieses Verhalten mit der Annahme. 
daB die Globuline nicht als Gemisch, das aus mehreren Globulinen besteht, 
sondern als leicht dissoziierbare Verbindungen betrachtet werden miissen. 

Uber die Dissoziierbarkeit der verschiedenen EiweiSfraktionen 
liegt eine Reihe Arbeiten von Sérensen und seinen Mitarbeitern vor. 
Diese Arbeiten sprechen zugunsten unserer Befunde. Wir haben noch 
keine tiefgehenden und systematischen Untersuchungen _hieriiber 
unternommen. Die Heparin-Albuminsysteme sind auBerordentlich 
dissoziierbar. Nach Zusatz von Heparin zum Serumalbumin treten 
nach kirzerer oder langerer Zeit — je nach der angewandten Heparin- 
konzentration — Bodensatze auf, die nicht mehr léslich sind, und die 
als denaturiertes EiweiB betrachtet werden miissen. Dasselbe findet 
auch statt, wenn Serum oder Plasma langere Zeit still stehen gelassen 
wird. Ubereinstimmend hiermit bilden die kiinstlichen Euglobuline 
am schnellsten irreversible Dissoziationsprozesse, wodurch schwer- 
lésliche Stoffe entstehen. 

Wir haben gefunden, daB sich die einzelnen Globuline gegen Heparin 
verschieden verhalten. Die Heparinmenge, die nétig ist, um ein aus- 
geflocktes Globulin wieder in Lésung zu bringen, ist verschieden fiir 
die individuellen Globulinarten. Dieses Verhalten der Globuline laBt 
vermuten, daB sie als Heparin-EiweiBkomplexe zu betrachten sind, 
die nur verschiedene Mengen Heparin im EiweiBmolekil enthalten. 
Wir nehmen an, daB diese Komplexe sich nach dem gleichen Prinzip 
dissoziieren, wie die mehrbasischen Saéuren, und zwar in so vielen 
Dissoziationsstufen, wie es Heparin-EKiweiBkomplexe gibt, jeder mit 
seiner besonderen Dissoziationskonstante. Die Reaktion kann man 
sich so vorstellen: 

1. Stufe: Alb + Hep = AlbHep 

2. Stufe: AlbHep + Hep = Alb Hep Hep. 

Wendet man das Massenwirkungsgesetz auf diese beiden Reaktionen 
an, so bekommen wir: 

[Alb]-(Hep} 
[AlbHep} 
und [AlbHep].[Hep] _ 





ky 


[Alb Hep Hep] z 
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oder die beiden Reaktionen verhalten sich zueinander wie die Disso- 
ziationskonstanten: 
| Alb]. [Hep].[ Hep} k, 
[AlbHepHep] ik, 

Zusammenfassend kénnen wir sagen: 

Die Untersuchungen haben ergeben, daB eine absolute Uberein- 
stimmung zwischen Antiprothrombinwirkung und der Menge der 
Globuline eines Blutserums besteht. Andererseits bildet Antiprothrombin 
[nach Howell (3) ein relativ einfacher Kérper, ein Glucuronsaurederivat | 
mit Serumalbumin Komplexe, die in physikalisch-chemischer Hinsicht 
gréBte Ahnlichkeit mit den natiirlichen Globulinen aufweisen. Die 
EiweiBkomplexe, die wir als Globuline bezeichnen, entstehen durch 
die Einwirkung des Heparins, einem Produkt der Leber, auf ein ein- 
heitliches BluteiweiB. Heparin bewirkt eine sofortige Umwandlung 
von Serumalbumin zu Globulin. Es handelt sich also hierbei nicht um 
einen komplizierten Reaktionsverlauf, dessen Zustandekommen in vitro 
sehr intensive chemische Eingriffe erfordern wiirde, sondern um eine 
Koppelung in der Leber zwischen den vom Darm kommenden ab- 
gebauten EiweiBkérpern und dem Heparin. 

Mittels eines einzigen kérpereigenen Stoffes, des Heparins, besteht 
die Méglichkeit, die Bildung aller Globuline zu erkliren. Kein anderer 
der bisher bekannten Stoffe des Organismus hat eine derartig aktive 
Wirkung auf die EiweiBkérper wie das Heparin. Solange die Globuline 
hauptsaéchlich chemisch-physikalisch charakterisiert werden, _ be- 
rechtigen uns die Untersuchungen zu dem Schlu6B, daB das Heparin 
fiir die Bildung der Globuline allein verantwortlich ist. 
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Biologische Gasreaktionen. 


II. Mitteilung: 


Uber die Bildung von Essigsiure bei der biologischen Umsetzung von Kohlen- 
oxyd und Kohlensiure mit Wasserstoff zu Methan. 


Von 
Franz Fischer, R. Lieske und K. Winzer. 


(Eingegangen am 17. Dezember 1931.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


In einer friiher in dieser Zeitschrift veréffentlichten Arbeit (1) 
konnten wir zeigen, da Kohlenoxyd iiber Faulschlamm mit Wasser 
zu Kohlenséiure und Wasserstoff umgesetzt wird. Der entstandene 
Wasserstoff reagiert dann mit einem Teil der Kohlenséure weiter 
zu Methan. Die Umsetzung erfolgt nach den Gleichungen: 

CO + H,O = CO, + H,, 

CO, + 4H, = CH, + 2H,0. 
Wird dem Kohlenoxyd von Anfang an Wasserstoff zugesetzt, liegt also 
ein Kohlenoxyd-Wasserstoffgemisch vor, so entsteht, wenn das Ver- 
haltnis CO:H, >1:3 ist, Kohlenséure und Methan, und wenn 
CO: H, = 1:3 ist, nur Methan. Wir kamen zu dem Ergebnis, daB 
die Umsetzung des Kohlenoxyds in allen Fallen iiber die Kohlensiure 
geht und daB die Bakterien Methan nur aus Kohlensiiure und Wasser- 
stoff bilden kénnen. 

Wie die Fortsetzung der in der vorangegangenen Arbeit angestellten 
Versuche zeigte, lassen sich -die Umsetzungen des Kohlenoxyds tiber 
Faulschlamm leicht herbeifiihren. In rein anorganischen Nahrlésungen, 
die mit einigen Kubikzentimetern eingearbeitetem Faulschlammfiltrat 
beimpft wurden, gelingt dies keineswegs. Erst in Gegenwart von 
kolloidem gefallten Eisensulfid kommen Kohlenoxyd-Wasserstoff- 
umsetzungen in Gang, bei denen aber mindestens das _ Verhaltnis 
CO: H,=1:1 sein muB. Gemische mit noch héherem Kohlenoxyd- 
gehalt, ebenso reines Kohlenoxyd reagieren nicht mehr. Es scheint 
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also hier die Anwesenheit einer bestimmten Wasserstoffmenge notwendig 
zu sein, um die Reaktion einzuleiten. 


Diese Umsetzungen erfolgten mit eingearbeiteten Kulturen, sowohl 
mit Faulschlamm als auch mit Kulturen in anorganischer Nahrlésung, 
ungefaihr quantitativ. Bei frisch angesetzten Kulturen verschwindet 
jedoch erst Kohlenoxyd und Wasserstoff, ohne daB die entsprechende 
Menge Methan bzw. Methan + Kohlensaure sich gebildet hatte. Nach 
unseren letzten Untersuchungen konnten wir jedoch feststellen, da 
alter, abgelagerter Faulschlamm, den wir vor einem Jahre aus den Klar- 
anlagen frisch bezogen hatten, schon die erste Umsetzung der Kohlen- 
oxyd-Wasserstoffgemische annahernd quantitativ zur Bildung von 
Methan bzw. Methan + Kohlensaure fiihrte, besonders dann, wenn 
ein Kohlenoxydiiberschu8B in dem Gasgemisch vorhanden ist. Wabhr- 
scheinlich hangt dies mit den Veranderungen des Faulschlamms beim 
Lagern zusammen. Die Ursache dieser Anderung wird zur Zeit naher 
untersucht. 


Wie schon in der letzten Arbeit kurz mitgeteilt wurde, gelang es, 
die aus der Gasphase verschwindende Substanz als Essigsiure nach- 
zuweisen. Wir haben diese Versuche fortgefiihrt und gelangten dabei 
zu wesentlich neuen Anschauungen tiber den Umsetzungsmechanismus 
der biologischen Kohlenoxydreduktion. Da sich die Methanbildung 
aus Kohlenoxyd und Wasserstoff in der Hauptsache auf die Kohlen- 
siure-Wasserstoffumsetzung beschrinkt, haben wir in der letzten Zeit 
diese Reaktion, die bereits von Sdéhngen (2) kurz beschrieben wurde, 
genauer studiert. Sie ist ebenfalls eine mit einem UberschuB an Kalorien 
verlaufende Reaktion, kann also den Bakterien Lebensenergie liefern. 
Wenn man tber einer eingearbeiteten Faulschlammkultur ein Kohlen- 
siure-Wasserstoffgemisch mit dem Verhiltnis CO,: H, = 1:4 stehen 
14Bt, findet man, daB die Umsetzung zu Methan einigermaBen quantitativ 
vonstatten geht, wie aus folgender Tabelle I entnommen werden kann: 


Tabelle J. 


Kohlenséiure-Wasserstoffgemisch (1:4) tiber Faulschlamm. 





Volumeninderung bei 


1100 cem Gas- Volumeninderung der Umsetzung von 
gemisch enthalten bei theoretischer 1100 ecm Gasgemisch 
bei Beginn des Umsetzung des iiber 100 cem 
Versuchs Gasgemisches verdiinntem Faulschlamm 
am 25. Tage 
eem ecm ecm 
COs 220,0 — 220,0 197,5 
Hy 880.0 — 880.0 880.0 
CH, 0,0 + 220.0 + 218.0 
Kontraktion am Ende | gn 74° 
der Versuchszeit | , 


1 * 
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Im Gegensatz zu Kohlenoxyd-Wasserstoffgemischen ist es hier 
auch gleichgiiltig, ob man einen UberschuB einer der beiden Kom- 
ponenten in dem Kohlensaéure-Wasserstoffgemisch anwendet, also 
entweder mehr Wasserstoff oder mehr Kohlensaure, als der Umsetzungs- 
gleichung entspricht, in beiden Fallen bildet sich auch Methan, nur 
bleibt im ersten noch Wasserstoff, im zweiten Kohlensaure iibrig. 

Bei WasserstoffiiberschuB sowohl in Kohlenoxyd-Wasserstoff- als 
auch in Kohlensaure-Wasserstoffgemischen kann man haufig beob- 
achten, daB sich mehr Methan bildet, als der verschwindenden Kohlen- 
oxyd- oder Kohlensiuremenge entspricht. In der Tabelle II veran- 
schaulicht die Umsetzung eines Kohlensaéure-Wasserstoffgemisches mit 
dem Verhaltnis CO,: H, = 1:12 diese Tatsache: 


Tabelle II. 


Kohlenséure-Wasserstoffgemisch (1:12) iiber Faulschlamm. 





Volumeninderung bei 


1100 cem Gas- Volumeninderung nay : 
gemisch enthalten | bei theoretischer der Umsetzung von 
bei Beginn des Umsetzung des 1100 cem Gasgemisch 
Versuchs Gasgemisches _ liber 100 cem 
verdiinntem Faulschlamm 
cem cem ecm 
CO, 85,0 — 85,0 — §83,7 
Hy 1015,0 — 340,0 — 521,0 
CH, 0,0 + 85,0 + 116,0 
Kontraktion am Ende | 31% 40,3 %, 


der Versuchszeit | 


Das liegt daran, daB Faulschlamm Wasserstoff absorbiert, haufig 
unter Methanabgabe. Es wird darauf in anderem Zusammenhang 
spaiter noch einmal hingewiesen werden. 


Auch in anorganischer Nahrlésung in Gegenwart von Eisensulfid 
oder Aluminiumhydroxyd haben wir die Kohlenséure-Wasserstoff- 
umsetzungen durchgefiihrt. Als Beispiel sei in der Tabelle III die 
Umsetzung eines Kohlenséure -Wasserstoffgemisches (1:4) angefiihrt: 


Ahnlich wie bei den Kohlenoxyd-Wasserstoffumsetzungen iiber 
Faulschlamm und Eisensulfid verschwindet auch hier zunachst Kohlen- 
siure und Wasserstoff, ohne daB sich die entsprechende Menge Methan 
bildet. Es verschwindet also auch hier Substanz aus der Gasphase, 
die in Form eines nicht gasférmigen Produktes in der Kulturlésung 
vorhanden sein muB. Erst wenn ein zweites und drittes Mal die Um- 
setzung des Gasgemisches herbeigefiihrt wird, wenn also die Kultur 
eingearbeitet ist, verlauft sie immer mehr quantitativ in Richtung der 
Methanbildung. 
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Tabelle II]. 


Kohlenséure-Wasserstoffgemisch (1:4) iiber Kulturen in anorganischer 





Nahrlésung. 
1100 cem Volumen- Volumeninderung bei der 
Gasgemisch inderung bei Umsetzung von 1100 cem 
enthalten bei theoretischer Gasgemisch tiber 100 cem 
Beginn des Umsetzung des anorganischer Kulturlisung 
Versuchs Gasgemisches 2. ioe “oom a 
ecm ecm fiillung fiillung fiillung 
COg 220,0 — 220.0 — 103,0 — 217.9 204.4 
Hy $80.0 — 880,0 ~ 330,0 —829,0 —877,0 
CH, 0,0 + 220,0 + 12,0 +1210 + 211,0 
Kontraktion am Ende 80% 33.5% | 78,7% | 722% 


der Versuchszeit 


Wir beobachteten nun, daB die Gasumsetzungen tiber anorganischen 
Kulturen sich haufig sehr stark verlangsamten, ja sogar manchmal 
zum Stillstand kamen, obwohl noch gar nicht die theoretisch mégliche 
Menge Kohlenoxyd + Wasserstoff bzw. Kohlensiure + Wasserstoff 
verbraucht war. Wenn die Kulturlésung von den Metallsulfiden ab- 
filtriert wurde, so zeigte sich, daB der px-Wert sich nach der sauren 
Seite verschoben hatte. Es waren haufig Kulturen so sauer geworden, 
da blaues Lackmuspapier stark gerétet wurde. Die elektrometrische 
Messung der Wasserstoffionenkonzentration zeigte, daB der py-Wert 
der Lésung zu Beginn der Umsetzung um 8,0 herum lag, gegen Ende 
wurde etwa 5 bis 6 gemessen. Beim Kochen mit Alkohol und Schwefel- 
siure konnten wir stets Estergeruch wahrnehmen. Das deutete alles 
darauf hin, daB sich Saure gebildet hatte. Und in der Tat konnten 
wir beim Eindampfen der neutralisierten Lésung und Verreiben mit 
KHSO, den charakteristischen Geruch der Essigsiure feststellen. 
Es war also aus Kohlenoxyd-Wasserstoff- bzw. Kohlensiure-Wasserstoff- 
gemischen Essigsiure entstanden. 

Die Moéglichkeit war auch gegeben, daB sich neben der Essigsiure 
noch andere Sauren gebildet hatten. Doch gelang es uns nicht, solche 
festzustellen. Nur in solechen Kulturen, in denen als kolloides Substrat 
nicht Eisensulfid, sondern Aluminiumhydroxyd verwendet wurde, 
konnten wir haufig neben der Essigsiure auch Ameisenséure nachweisen. 
Verschiedentlich konnten wir auch Butterséure an ihrem charak- 
teristischen Geruch erkennen; doch handelte es sich in allen Fallen 
nur um Spuren anderer Fettsauren, in der Hauptsache entsteht Essig- 
sdure, und zwar nach der Bildungsgleichung: 


2CO, + 4H, = CH,. COOH + 2H,0. 


Eine quantitative Bestimmung der Essigsdiure ergab folgendes: 
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Tabelle 1V. 


Kohlenséure-Wasserstoffgemisch (1:4) iiber anorganischer Nahrlésung. 





Volumeninderung bei 


1100 cem Gas- Volumeninderung - 
gemisch enthalten bei theoretischer der Umsetzung von 
bei Beginn des Umsetzung des | 1100cem Gasgemisch tiber 
Versuchs Gasgemisches 100 com anorganischer 
Kulturlésung 
ecm cem ecm 
COs 248,0 — 202.0 — 1482 
Hy 808,0 808,0 285,0 
CH, 0.0 + 202.0 + 25.8 
Kontraktion am Ende wn wae aiken 
18,5 % 36,7 % 


der Versuchszeit | 


Aus der Tabelle IV ist ersichtlich, daB fiir die Bildung der Essig- 
saure 148,2 — 25,8 = 122,4 ccm CO, vorhanden sind. Daraus kénnten 
theoretisch 0,164 g Essigséure entstehen; in der Kulturlésung wurden 
0,121 g Essigsiure nachgewiesen (= 74°, der Theorie). Wenn wir eine 
Kohlenséurebilanz, ausgehend von der vorhandenen Kolhlensaure, auf- 
stellen, so ergibt sich folgendes : 


Tabelle V. 


Kohlensaurebilanz. 


oe Oe, Wwe gt te et to RY 
im CH, . COOH wmagewandelt ...... ++ « « CBC 
Tr 2 Sir ok eS la oe ~ ee oe bee S RS 


Pees nc TIO, i's ied co Spice 5-6 « ISS 


Die Bestimmung der Essigséure fiihrten wir nach den Angaben 
von Fresenius aus. Die filtrierte Kulturlésung wurde schwach alkalisch 
gemacht und eingedampft, dann in einem Kolben mit 30 com Phosphor- 
séure (spezifisches Gewicht 1,2) versetzt, von der wir uns durch Blind- 
versuche iiberzeugt hatten, daB sie keine fliichtigen Sauren enthielt, 
und mit Wasserdampf abdestilliert, bis keine Saure mehr wtberging. 
Das Destillat wurde in der iiblichen Weise mit Phenolphthalein als 
Indikator titriert. 

Die sich bildende Saiure war es auch, die, wie erwahnt wurde, die 
Umsetzung der Kulturen zum Stillstand brachte, sobald sie in gr6éBerer 
Konzentration auftrat. Fir anorganische Kulturen gaben wir der 
Nahrlésung stets einen pxa-Wert, der um 8,0 herum lag. Sobald nun 
aber bei der Gasumsetzung der pa-Wert unter 7,0 sank, verlangsamte 
sich die Reaktion, um bei px 5 bis 6 ganz aufzuhéren. Wenn wir jedoch 
solche Kulturen mit basischem Phosphat wieder alkalisierten, so ging 
die bakterielle Umsetzung weiter. In Faulschlammkulturen ist die 
alkalische Einstellung unnétig. Der Faulschlamm wirkt wie eine Puffer- 
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losung; trotz der Saure behalt er immer die fiir die Umsetzung giinstige 
Wasserstoffionenkonzentration bei. 

Mit dem Auffinden der Essigséure war die Erklarung tiber den 
Verbleib der aus der Gasphase verschwundenen Substanz gegeben. 
Es fragte sich nun weiter, welche Rolle das Auftreten der Saure bei der 
Reduktion von Kohlenoxyd und Kohlenséure zu Methan spielt. 


In der Literatur liegen eine Reihe von Beobachtungen iiber das Ver- 
halten fettsaurer Salze in Bakterienkulturen vor. So haben Popoff (3), 
spiter Hoppe-Seyler (4) und andere gefunden, daf Caleiumformiat, in 
Schlamm gebracht, sehr lebhaft Wasserstoff und Kohlensiure entwickelt. 
Calciumacetat wurde von Hoppe-Seyler mit verdiinntem Kloakenschlamm, 
auch mit Flu8schlamm angesetzt. Die Zersetzung zu Kohlensiure und 
Methan erfolgte sehr langsam; erst nach '/, Jahr entwickelte sich deutlich 
Gas, nach einem Jahre war die Zersetzung beendet. Alazé (5) beschreibt eine 
aus Blattabkochungen isolierte ,,Pseudo-Sarcine*‘, die aus Kaliumacetat 
und Natriumbutyrat Methan entwickelte. Séhngen (2) stellte umfassendere 
Versuche itiber das Verhalten fettsaurer Salze bei der Garung an. Er kam 
zu dem SchluB, daB nur die Salze von Sauren, die eine geradzahlige Anzahl 
von Kohlenstoffatomen enthalten, in Methan, Kohlenséiure und Carbonat 
gespalten werden; bei Salzen mit einer ungeradzahligen Anzahl von Kohlen- 
stoffatomen findet keine Spaltung statt. Nur die Garung der Ameisenséiure 
bildet eine Ausnahme. Coolhaas (6) kam beim Arbeiten mit thermophilen 
Bakterien zu ahnlichen Ergebnissen. In neuester Zeit haben Neave und 


Buswell (7) (8), weiter Lewis A. Tayer (9) letzter im Zusammenhang 
mit der Frage der Entstehung des Petroleums die bakterielle Spaltung 


der fettsauren Salze aufgegriffen. Sie konnten zeigen, daB eine groBe Reihe 
von Fettséuren in Kohlenséure und Methan aufgespalten werden. 

Wir haben uns ebenfalls mit dieser Garung der Fettsiuren be- 
schaéftigt, speziell mit der Aufspaltung der Essigséure, die uns hier am 
meisten interessierte. Wir verwendeten nicht nur die verschiedensten 
Acetate, sondern auch die Essigsiure selbst. Auch mit dem von uns 
benutzten Faulschlamm wird sie durch die Tatigkeit der Mikro- 
organismen einigermaBen quantitativ aufgespalten zu Kohlensaéure 
und Methan gemaB der Formel: 

CH,.COOH = CO, + CH, 
Es ist als wahrscheinlich anzunehmen, dai auch hier wiederum das 
Wasser eine Rolle spielt, etwa im Sinne folgender Gleichung: 


—H 

C—H H CH, CH, 
me ig + 

c~ 0 OH HyCO, CO, +H 0 
—OH 


Wenn nun, wie bei den Kohlensiure-Wasserstoffgemischen (1 : 4), mehr 
Wasserstoff angewendet wird, als der Bildungsgleichung der Essigsaure 
aus Kohlenséure und Wasserstoff entspricht, so setzt sich dieser tiber- 
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schiissige Wasserstoff mit der Spaltungskohlensaéure wieder zu Essig- 
saure um, diese spaltet sich wieder zu Kohlensdiure und Methan, und 
so geht das fort, bis alle Spaltungskohlenséure zu Methan umgesetzt ist, 
d. h. also in Gegenwart von Wasserstoff entsteht aus der Essigsaure 
nur Methan, gemaB der Formel: 

CH,.COOH + 4H, — 2CH, + 2H,0. 


Wir haben fiir diese Versuche zu Faulschlamm Eisessig in ver- 
schiedener Menge anaerob sowohl unter Stickstoff als auch unter 
Wasserstoff zugesetzt. Unter Stickstoffatmosphare tritt bald eine 
Volumenvermehrung ein, unter Wasserstoffatmosphire eine Gas- 
kontraktion. Es muB aber beachtet werden, daB Faulschlamm den 
Wasserstoff absorbiert, wenn er mit diesem zum ersten Male in Be- 
rihrung kommt, hiufig sogar unter Methanabgabe. Die Wasserstoff- 
absorption und die Methanabgabe schwanken bei den einzelnen Faul- 
schlammen in weiten Grenzen. Die Wasserstoffabsorption laBt all- 
mahlich nach, wenn eine mehrmalige Beriihrung mit Wasserstoff 
stattgefunden hat; sie ist auch vom Wasserstoffdruck abhangig, indem 
sie nimlich bei vermindertem Druck aufhért. Das ist auch der Grund 
dafiir, daB in Kohlenoxyd-Wasserstoff- und in Kohlensaiure-Wasserstoff- 
gemischen bei groBem WasserstoffiiberschuB haufig mehr Methan 
entsteht, als sich aus dem Kohlenoxyd und der Kohlensaure tiberhaupt 
bilden kann. 

Die Versuchsergebnisse tiber den anaeroben Zerfall der Essigsaure 
sind in der Tabelle VI zusammengestellt. Die Zahlen in Klammern 
geben den theoretisch errechneten Wert an. 


Tabelle VI. 


Bakterielle Spaltung der Essigsaure. 











Eisessig Unter Stickstoffatmosphare Sencentetimmensine 
in 100 eem $$$ ——s nati 
verdiinntem Es entstehen ‘ Kontrolle Es Kontrolle 
Faulschlamm |_———_______|_ Summe ohne entsteht ohne 
COs CH, CO2 + CH, Essigsaure CH, Essigsiure 
cem ecm ecm cem ecm cem cem 
0,1 30,6 29,4 60,0 0,0 82,0 48,0 
(39,6) (39,6) (79,2) (79,2) 
0.5 137,0 225.0 362,0 0,0 387,0 48,0 
(198,0) (198,0) (396,0) (396,0) 


Aus der Tabelle wird ersichtlich, daB die Spaltung im oben an- 
gefiihrten Sinne verlauft. 


Wir miissen weiter die Folgerung ziehen, daB es eine direkte 
biologische Reduktion des Kohlenoxyds und der Kohlensaure zu Methan 
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gar nicht gibt. Auf chemischem Wege ist eine solche Reduktion mit 
Hilfe von Katalysatoren ohne weiteres méglich, auf biologischem Wege 
nicht. Zwar ist der Endeffekt da, namlich die quantitative Methan- 
bildung, aber dieses Methan entsteht ja erst sekundar durch die Garung 
der Essigsiure. Die Reduktion des Kohlenoxyds und der Kohlenséure 
fihrt biologisch nur zur Essigsiure. Damit steht die Essigsiure, wie 
verschiedentlich bei biologischen Abbauprozessen, auch hier als End- 
produkt der Kohlensaurereduktion da. So werden auch Kohlenhydrate, 
Glycerin, Apfelsaure, Milchsaéure, Weinsdure und Citronensaiure durch 
bestimmte Faulnisprozesse zu Essigsiure abgebaut. 


Wenn den Kulturen von Anfang an Acetat zugesetzt wird, dann 
gelingt es in den meisten Fallen, die Umsetzungen annahernd quantitativ 
zu Methan durchzufiihren. Es entsteht immer mehr Methan, als wenn 
kein Acetat zugegen ware. Ganz besonders deutlich zeigt sich dies bei 
Kohlensaure-Wasserstoffumsetzungen ohne Kolloidzusatz — _ eine 
Kulturmethode, tiber die im folgenden noch naher berichtet wird — , 
wie Tabelle VII zeigt: 

Tabelle VII. 


Kohlensaéure -Wasserstoffgemisch (1:4) iiber anorganischen Kulturlésungen 
ohne Kolloidzusatz, mit und ohne Acetat. 





Volumentnderung bei der 
Umsetzung von 1100 ccm 
Gasgemisch tiber 100 ccm 
anorganischer Kulturlésung 
am 44. Tage 


1100 cem Volumen- 
Gasgemisch anderung bei 
enthalten bei theoretischer 

Beginn des Umsetzung des 





Versuchs Gasgemisches mit 
ohne Acetat 15g Na-Acetat 

ecm ecem ecm ecm 

CO, 220,0 — 220,0 — 106,5 — 216,8 

Hy 880,0 — 880,0 — 321.0 — 839,0 

CH, 0,0 + 220,0 + 10,2 + 166,0 
Kontraktion am Ende | o/ 220 a 

der Versuchszeit J 80% 33,8 % fe 


Die Kultur ohne Acetatzusatz wurde in ihrer Entwicklung durch 
die entstehende Saure gehemmt, bei der Kultur mit Acetatzusatz 
entsteht eine annahernd quantitative Menge Methan. In fast allen 
Fallen konnten wir feststellen, daB die Methanausbeute besser ist, wenn 
die Umsetzungen in Gegenwart von Acetat erfolgen. 


Bei der Kohlensaéure-Wasserstoffumsetzung geht die Giairung der 
entstehenden Essigséure im Faulschlamm sehr rasch vor sich; sie folgt, 
wenn sie eine gewisse Anreicherung erfahren hat, ihrer Entstehung 
sofort. In eingearbeiteten Kulturen haben wir daher den Effekt, als 
ob die Kohlensiure mit Wasserstoff direkt zu Methan reduziert wiirde. 
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In Kulturen mit anorganischen Kolloiden setzt die Bildung der 
Essigsaure sehr schnell ein, die Spaltung jedoch vollzieht sich bedeutend 
langsamer; daher finden wir bei solchen Kulturen Essigséure und 
Methan nebeneinander. LErst bei sehr langer Kulturdauer wird die 
Kssigsiure in Gegenwart von iberschiissigem Wasserstoff restlos in 
Methan gespalten. In der Tabelle VIII und Kurve 1 ist ein Beispiel 
dafiir gegeben: 

Tabelle VIII. 
Kohlensaiure-Wasserstoffgemisch (1:4) iiber anorganischer Nahrlésung. 
Gesamtvolumen, Volumina der Kohlensiiure, des Wasserstoffs und des 
Methans bei der Umsetzung von 1100 cem Gasgemisch iiber 100 cem an- 

organischer Niahrlésung. 





Beginn des 


Versuchs Am 6. Tage Am 20. Tage Am 101. Tage 
eem ecm ecm eem 
! 

Gesamtvolumen 1100,0 972,0 705,0 350,0 
COs 220,0) 195,0 101,0 57,1 

Hy S80,0 730,0 530,0 68,3 

CHy,, praktisch 0,0 0,0 26,1 180,0 
CH,, theoretisch 0,0 25,0 119.0 163.0 


1700 - 
N\ Jp »f ‘mn 
Gesam! - volusInef? 













on a 
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P< CMy thear Lit prant — 
iin ee on 4 — _— 
G0 @ 0 0 WW S0 C0 DW 6 9% 


Abb 1. 

Kohlensdure-Wasserstoffgemisch (1:4) iiber anorganischer Nihrlésung. Gesamtvolumen, 
Volumina der Kohlenséure, des Wasserstoffs und des Methans bei der Umsetzung von 1100 cem 
Gasgemisch iiber 100cem anorganischer Nihrlisung. 

Abszisse: Zeit in Tagen, Ordinate: Volumen in cem. 


Diese LEisensulfidkultur mit einem Kohlensaure-Wasserstoff- 
gemisch (1:4) war am 6. Tage deutlich sauer ohne Methan- 
bildung, am 13. Tage begann die Methanbildung, am 20. Tage war 
sie fortgeschritten. Von hier ab wurde die bakterielle Umsetzung durch 
die Siure gehemmt, sie geht langsamer vorwirts. Am 101. Tage konnte 
keine Essigsiure mehr in der Kulturlésung nachgewiesen werden. Es 
war quantitativ Methan entstanden. 

Die Kohlenséiure-Wasserstoffumsetzung 1laBt sich auch in voll- 
kommen reiner Nahrlésung ohne Kolloidzusatz durchfiihren. Dann 
entsteht als Reduktionsprodukt nur Essigsiure, wie die Tabelle IX zeigt: 
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Tabelle 1X. 


Kohlensaéure-Wasserstoffgemisch (1: 4) iiber anorganischer Nahrlésung ohne 
Kolloidzusatz. 





1100 com Gas- Volumeniinderung Yolumenindertng bei 
gemisch enthalten bei theoretischer der Umsetzung “ng 
bei Beginn des Umsetzung des 1100cem Gasgemisch tiber 
Versuchs Gasgemisches 100 cem anorganischer 
Kulturlosung 
ecm ccm ecm 
CO, 220.0 220.0 86.0 
H, 880,0 880.0 — 242.0 
CH, 0.0 + 220.0 0.0 
Kontraktion am Ende 80 °; 26 ° 


der Versuchszeit 


Fir die Bildung der Essigséure sind also 86 cem Kohlenséure vor- 
handen. Daraus kénnten theoretisch 0,12 ¢ Essigsiure entstehen; 
in der Kulturlésung wurden 0,12 g Essigséure nachgewiesen (= 100°, 
der Theorie). Die Kulturlésung war stark sauer, sie zeigte einen py-Wert 
von 4,2; Methan war nicht gebildet. 

Nach unseren bisherigen Versuchsergebnissen ist also die Essig- 
sdure spaltende Tatigkeit der Bakterien sehr wesentlich an die Anwesen- 
heit kolloidaler Substanz gebunden. Ohne Kolloidzusatz erfolgt die 
Methanbildung viel langsamer. Dieser Umstand ist von Wichtigkeit 
fiir die Gewinnung von Essigsiure aus Gasen auf biologischem Wege. 
Wir versuchen zur Zeit die Essigsiure aus der Kulturlésung abzufangen 
und ihre Zersetzung zu Kohlensiure und Methan zu verhindern und 
damit die Essigsiure anzureichern. 

Man kénnte daran denken, die ungeheuren Mengen Kohlensaure, 
die im Garungsgewerbe bei der Alkololbereitung (Bier, Wein, Spiritus) 
anfallen und fiir die man bisher noch keine Verwendung hat finden 
kénnen, durch Zusatz von Wasserstoff auf einem biologischen Wege 
in die wertvollere Essigsiure umzuwandeln. Weiter liegt es nahe, aus 
Industriegasen, z. B. Wassergas, die Essigsiure auf biologischem Wege 
zu gewinnen. Wir versuchen zur Zeit solche Kulturen zu erhalten, die 
ohne Zusatz organischer Substanz diese Umsetzung herbeifiihren. Doch 
ist natirlich immer zu bedenken, daB sich biologische Reaktionen 
bedeutend langsamer vollziehen als rein chemische. Es besteht aber 
noch die Méglichkeit, durch Anderung der Lebensbedingungen der 
Mikroorganismen, vielleicht durch stimulierende Zusitze, innerhalb 
gewisser Grenzen eine Beschleunigung herbeizufiihren. Wie weit dies 


gelingen wird, werden weitere Untersuchungen ergeben. Theoretisch 
besteht jedenfalls durchaus die Méglichkeit, auf biologischem Wege aus 
Industriegasen Essigsiure herzustellen. 
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Zusammenfassung. 

Kohlenoxyd setzt sich auf biologischem Wege in Gegenwart 
kolloidaler Substanz mit Wasser zu Kohlenséure und Wasserstoff um. 
Kohlensaure wird mit Wasserstoff zu Essigsiure umgesetzt. 

Die Essigsiure kann weiter hauptsachlich in Gegenwart kolloidaler 
Substanz zu Koblenséure und Methan aufgespalten werden. 

Die Bildung der Essigsiure aus Kohlensiure und Wasserstoff 
ist somit ein wesentliches Glied der biologischen Bildung von Methan 
bei der Reduktion von Kohlenoxyd und Kohlensaure. 
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Uber die Vergirung der Trehalose. 


Von 
A. J. Kluyver und F. L. W. van Roosmalen. 


(Aus dem Laboratorium fiir Mikrobiologie der Technischen Hochschule in 
Delft, Holland.) 


(Eingegangen am 17, Dezember 1931.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


1. Einleitung. 

Die Frage des Verhaltens der verschiedenen Hefearten der Trehalose 
gegeniiber hat neuerdings erhéhte Bedeutung erlangt. Hat man doch 
in den letzten Jahren das Vorkommen der Trehalose in verschiedenen 
technischen Hefen nachweisen kénnen (Koch und Koch, Tanret). 

Im AnschluB hieran mége sofort erwihnt werden, daB Professor 
J. Béeseken im Jahre 1929 unsere Aufmerksamkeit darauf lenkte, daB 
von Herrn P. K.vanGent im Laboratorium fiir organische Chemie 
der hiesigen Hochschule gréBere Quantitaten Trehalose auch aus der 
Delfter PreBhefe isoliert worden waren. 

Angesichts der Tatsache, daB die Trehalose schon vor langerer 
Zeit von Miintz und von Bourquelot in Pilzen sehr verschiedener Stellung 
im System (Myzxomycetes, Phycomycetes, Ascomycetes und Basidio- 
mycetes) angetroffen worden ist?, kann das Vorkommen dieser Zuckerart 
in Hefe nicht wundern. Vielmehr ist es befremdend, daB dieser Nachweis 
nicht viel friiher erbracht ist. Man hat sich offenbar durch die negativen 
Ergebnisse von Miintz* (1876) beziiglich einer Bierhefe abschrecken 
lassen. In diesem Zusammenhang muB bemerkt werden, daB auch 
Tanret (1. c.) angibt, zwar bei einer Oberhefe (PreBhefe) Erfolg gehabt 
zu haben, nicht dagegen bei einer Brauereiunterhefe. DaB es jedenfalls 


1 E.M. Koch u. F.C. Koch, Science 61, 570, 1925; G. Tanret, Bull. 
soc. d. Chim. biol. 18, 598, 1931. 
* Daher der Name Mykose fiir diesen Zucker, welcher Name allgemein 
iiblich war, bevor die Identifikation mit der Trehalose von Mintz durch- 
gefiihrt wurde. 

3 A. Miintz, Ann. d. Chim. et d. Phys. 5me série, 8, 56, 1876. 
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verfriht ware, diese Ergebnisse zu verallgemeinern und allen Unter- 
hefen das Vermégen der Trehalosebildung abzusprechen, geht jedoch 
aus der jiingsten Feststellung Vetbels! hervor, der die von ihm benutzte 
untergirige Patzenhofer Bierhefe (Berlin) zu einer Produktion von 
Trehalose-mono-phosphorséure durchaus befahigt fand. 

Die Uberlegung, daB die Trehalose ein offenbar nicht seltener 
Bestandteil der Oberhefen ist, lieB nun vermuten, daB diese Hefen 
wohl zu einer guten Vergairung dieser Zuckerart imstande sein wiirden. 
Gilt dies doch bekanntlich auch fiir das zweite Reservekohlenhydrat 
dieser Hefen: das Glykogen?, das unter den Bedingungen der Selbst- 
girung schnell angegriffen wird. 

Immerhin hat schon Berthelot angegeben, daB die Trehalose nur 
schwach vergarbar ist, und die sparlichen spiteren Angaben iiber 
diesen Punkt stehen hiermit in Ubereinstimmung. Doch fehlt in diesen 
Fillen der Nachweis, daB gerade die fiir die Girversuche benutzten 
Heferassen auch zu einer Bildung von Trehalose befaihigt waren. 

Da die Delfter PreBhefe ein gutes Ausgangsmaterial fiir die Be- 
reitung der Trehalose bot (vgl. oben), schien es nicht ohne Interesse, 
eben fiir diese Heferasse das Gairvermégen der Trehalose gegeniiber zu 
untersuchen. 

Es gab jedoch einen weiteren Umstand, welcher zu einer Priifung 
der Vergarbarkeit der Trehalose durch Oberhefen anregte. Bekanntlich 
ist von Robison und Morgan® nachgewiesen worden, daB bei der zell- 
freien Garung von Glucose oder Fructose mittels aus Oberhefen dar- 
gestellter Trockenhefe oder Zymin neben den schon friiher identifizierten 
Phosphorsaéureestern auch Trehalose-mono-phosphorsaure entsteht. Es 
ist klar, daB diese Feststellung a priori zwei Méglichkeiten offen laBt. 
An erster Stelle ist es durchaus denkbar, daB die aufgefundene Trehalose- 
mono-phosphorsdure einfach entsteht durch Phosphorylierung der in 
der Trockenhefe oder im Zymin beim Anfang des Versuchs schon vor- 
handenen Trehalose. Andererseits aber ist es nicht ausgeschlossen, 
daB die Trehalose-mono-phosphorséiure aus den zugefiigten Hexosen 
durch irgendeinen synthetischen Vorgang gebildet wird. Man kénnte 
dann vielleicht in diesem Trehaloseester gerade eine Muttersubstanz 
der in der normalen Hefe auftretenden Trehalose erblicken‘. 


' St. Veibel, diese Zeitschr. 239, 350, 1931. 

* DaB extrazellulires Glykogen meistens nur schwach vergoren wird, 
findet eine ungezwungene Erklirung in der Schwierigkeit des Eindringens 
dieser hochpolymeren Substanz in die Hefezelle; fiir die Trehalose kommt 
dieser Faktor wohl nicht in Betracht. 

8 R. Robison u. W. T.J. Morgan, Biochem. J. 22, 1277, 1928. 

4 Eine Analogie zu dieser Auffassung findet man vielleicht in der 
neulich von Oparin und Kurssanow bewirkten enzymatischen Rohrzucker- 
synthese. Diese Zeitschr. 289, 1, 1931. 
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Die genannten englischen Forscher haben sich fiir die zweite 
Auffassung ausgesprochen, und zwar auf Grund der Uberlegung, daB 
die Quantitat des gebildeten Trehaloseesters merkbar gréBer war als 
die Quantitaét der in der Trockenhefe anfanglich vorhandenen Trehalose. 
Wenn man aber in Rechnung zieht, welche groBe Schwierigkeiten eine 
quantitative Bestimmung von Trehalose in Trockenhefe bereitet, 
dann scheint dieses Argument nicht entscheidend. Wahrend Robison 
und Morgan fiir ihre Trockenhefe einen Trehalosegehalt von nur 0,2°, 
fanden, berichtet Tanret iiber eine Ausbeute an reiner Trehalose von 
nicht weniger ais 2,0°,. Der Trehalosegehalt der franzésischen Trocken- 
hefe wird also wohl noch merkbar héher gewesen sein und wiirde dann 
vollkommen geniigen, um die von Robison und Morgan erhaltene Aus- 
beute an Trehaloseester zu erkliren. Auch der Umstand, daB die 
Trehalose-mono-phosphorséure nur angetroffen worden ist bei Ver- 
suchen mit Trockenhefe, mit Zymin oder mit frischer Hefe in Gegenwart 
von Toluol (Veibel), und niemals bei Verwendung von Mazerations- 
oder PreBsaft', scheint zugunsten der Entstehung des Trehaloseesters 
aus vorgebildeter Trehalose zu sprechen. 

Es schien daher nicht ohne Bedeutung, auch die zellfreie Ver- 
garung der Trehalose mittels Trockenhefe einer naheren Untersuchung 
zu unterwerfen. Wenn auch die unten beschriebenen, von uns Anfang 
1930 angestellten Versuche eine sichere Entscheidung der aufgeworfenen 
Frage nicht zulassen, so seien hier doch die dabei erhaltenen Ergebnisse 
kurz mitgeteilt, weil a4uBere Griinde die Fortsetzung der Arbeit vor- 
laufig unméglich machen. 


2. Die Bereitung der Trehalose aus getrockneter PreBhefe. 

Die Direktion der ,,Nederlandsche Gist- en Spiritusfabriek* zu 
Delft hatte die Liebenswiirdigkeit, uns eine gréBere Quantitaét bei 
niedriger Temperatur (30°C) getrockneter PreBhefe zur Verfiigung zu 
stellen, wofiir wir auch hier unseren aufrichtigen Dank aussprechen 
méchten. Die Extraktion der Trockenhefe und weitere Verarbeitung 
der Extrakte wurde im Institut fiir Technische Botanik der hiesigen 
Hochschule vorgenommen, wo Professor G. van Jterson uns entgegen- 
kommend einen gréBeren kupfernen Extraktionsapparat zur Verfiigung 
stellte. Auch fir die von ihm gegebenen wertvollen Ratschlaige be- 
zuglich der Verarbeitung der Extrakte méchten wir ihm herzlichst 
danken. Einige Portionen von etwa 7 kg Trockenhefe, im ganzen 27 kg, 
wurden in diesem Apparat mit heiBem, 90°,igem Alkohol erschépfend 
extrahiert. Die alkoholischen Extrakte wurden eingedampft, in 


1 


Diese Erfahrung ist auch bei spaiteren Untersuchungen bestatigt 
worden. Vgl. R. Robison u. W. T.J. Morgan, Biochem. J. 24, 119, 1930. 
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den Eisschrank gestellt und nach einiger Zeit mit Trehalosekristallen 
geimpft. Es schieden sich bald farblose Kristalle an der Wand des 
GlasgefaBes ab, aber gleichzeitig setzte sich am Boden ein brauner 
Sirup ab. Die klare alkoholische Fliissigkeit wurde nierauf abgegossen 
und der Riickstand mit Ather von fettartigen Substanzen befreit. 
Die zuriickgebliebene sirupése Masse wurde dann nochmals mit heiBem, 
96°,igem Alkohol extrahiert. Hieraus kristallisierte die Trehalose im 
Eisschrank wieder aus. Wiederholung dieser Behandlung und Ver- 
arbeitung der erhaltenen Mutterlaugen lieferten etwa 90 g noch nicht 
ganz reine, kristallinische Trehalose (== 0,3°, der Trockenhefe), wobei 
jedoch zu erwahnen ist, daB die erhaltenen Riickstinde offenbar noch 
immer Trehalose enthielten. 


Ein Teil der Trehalose wurde durch wiederholte Umkristallisierung 
aus 85°,igem Alkohol gereinigt. Die so erhaltenen rein weiBen Kristalle 
hatten einen siiBen Geschmack. 400mg dieser Substanz bewirkten 
nur eine spurenartige Reduktion der Fehlingschen Lésung, dagegen 
trat kraftige Reduktion nach vorhergehender zweistiindiger Hydrolyse 
mit 10° ,iger Salzsiure ein. Die optische Drehung, bestimmt in einer 
10° igen wiisserigen Lésung, lieB auf ein 27” == + 178° schlieBen. 
Der SchluB ist also berechtigt, JaB hier tatsichlich Trehalosehydrat 
(C\yH0,,.2H,O) vorlag. Fiir die unten beschriebenen Versuche 
wurde immer dieses Praparat benutzt. 


3. Die Vergirung der Trehalose durch einige Reinkulturhefen. 


Wie in 1 bemerkt wurde, schien es von Bedeutung, festzustellen, 
wie eine Reinkultur der Delfter PreBheferasse sich der Trehalose gegen- 
iiber verhielt. Die Versuche wurden im quantitativen Apparat von 
van Iterson-Kluyver bei 30°C vorgenommen. Neben der PreBheferasse 
wurden auch die fiir die quantitative Zuckerbestimmung regelmaBig 
angewandten Hefearten: Torula dattila, Torula monosa und Torula 
lactosa (eine Lactose kraftig vergarende Art) verwendet. 

Zur Vergirung kam eine 3°,ige Lésung von Trehalose in Hefe- 
wasser. Es zeigte sich bald, daB die beiden letztgenannten Arten die 
Trehalose véllig unangegriffen lieBen, wahrend mit Saccharomyces 
cerevisiae Rasse Delft und Torula dattila Garung eintrat. Die Gar- 
geschwindigkeit war jedoch auffallend gering, wie aus den folgenden 
Werten fiir das in einer Doppelreihe gebildete Gasvolumen hervorgeht : 





Saccharomyces -" 

cerevisiae Torula dattila 
Nach 4 Tagen... .. | 1,5 und 2,0 cem CO, 2,0 und 3,0cem CO, 
a MR Lee Lact oieapacy SEE. .f OG, 44 , 7,5 , CO, 








b 
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Wenn man bedenkt, daB aus einer 3°,igen Trehaloselésung bei 
vollstandiger Vergarung im ganzen (d. h. gelést gebliebene Kohlensaéure 
einbegriffen) etwa 7,9ccm Kohlensaiure gebildet werden kénnen, so 
muB geschlossen werden, daB die Garung sogar in der sehr langen Zeit- 
frist! recht unvollstandig gewesen ist. 

Die Versuche wurden noch einmal wiederholt, und zwar wurde 
diesmal die Impfung etwa doppelt so stark gewahlt wie ublich. 

Jetzt wurde tatsachlich in allen Fallen nach 1 Woche eine voll- 
stindige Garung erreicht. Die abgelesene Gasvolumina waren jetzt 





Saccharomyces cerevisiae Torula dattila 


7,45 und 7,4 cem CO, 7,6 und 7,5cem CO, 


Die gelést gebliebene Kohlensiure wurde in allen Fallen auf 0,4 cem 
bestimmt, so daB der SchluB berechtigt ist, daB in dieser Versuchsreihe 
eine quantitative Vergirung der zugefiigten Trehalose erreicht war. 

Offenbar ist aber die Menge der in beiden Hefenarten vorhandenen 
Trehalose sehr gering und findet die Hydrolyse der Trehalose nur sehr 


langsam statt. 


4. Die Vergiirung der Trehalose durch Trockenhefe. 


Mit Hinsicht auf die oben erhaltenen Resultate schien es nicht 
ohne Interesse, auch das Verhalten der Trehalose bei der zellfreien 
Garung und insbesondere unter den Bedingungen der Phosphatperiode 
zu untersuchen. Gerade die langsame Vergarung der Trehalose durch 
lebende Hefe lieB doch die Méglichkeit offen, daB dieser Zucker unter 
den genannten Bedingungen einer eventuellen Phosphorylierung be- 
sonders zugénglich sein wiirde. 

Es wurde daher eine vergleichende Untersuchung der Géarungs- 
geschwindigkeiten von Glucose und Fructose einersecits und Trehalose 
andererseits vorgenommen, und zwar mit Trockenhefe von Delfter 
Backerhefe, wie diese auch von Robison und Morgan (l.c.) fiir ihre 
Versuche, welche zu der Entdeckung der Trehalose-mono-phosphorséure 
gefiihrt haben, benutzt worden ist. Spater schien es uns wiinschenswert, 
auch die Maltose in die Untersuchung zu beziehen, weil diese Zuckerart 
ganz wie die Trehalose vor der Vergarung einer Hydrolyse unterworfen 
wird und dabei in beiden Fallen zwei Molekiile Glucose entstehen. 
Dazu muB noch bemerkt werden, daB Harden und Young zwar fiir 
Fructose, Mannose und Saccharose festgestellt haben, daB diese Zucker- 
arten das fiir Glucose charakteristische Verhalten in der Phosphat- 


1 Die benutzten Hefearten vergiren unter den gewahliten Bedingungen 
3%ige Lésungen anderer Zuckerarten in 36 Stunden vollstandig. 


Biochemische Zeitschrift Band 245. 9 
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periode aufweisen, dagegen Maltose offenbar noch niemals in dieser 
Hinsicht untersucht worden ist. 

Es wurden mehrere Versuchsreihen ausgefiihrt: da diese jedoch 
untereinander gut tibereinstimmende Ergebnisse lieferten, soll nur 
eine hier beschrieben werden. 

Beziiglich der Methodik der Bestimmung der Géargeschwindigkeiten 
sei bemerkt, daB die benutzten Erlenmeyer-Kélbchen von 200 cem Inhalt, 
worln das Garungsgemisch gebracht wurde, in einem 
Wasserthermostaten von 30°C fortwahrend geschiittelt 
wurden. Die gebildete Kohlenséure wurde anfanglich in 
einem Schiffschen Azotometer aufgefangen, und zwar 
von der durch Harden! beschriebenen Ausfiihrung. Da 
bei dieser Anordnung die gebildete Kohlensaéure durch 
das Quecksilber hinaufsteigen mu8, besteht hierbei der 
Nachtei!l, daB sich jedesma]l eine gewisse Minimum- 
quantitét an Gas ansammeln mu, bevor die eigent- 
liche Entwicklung stattfindet. Dies bringt bei der Be- 
stimmung der Gargeschwindigkeit in kurzen Zeitinter- 
vallen bisweilen eine kleine Ungenauigkeit mit sich. Wir 
haben es daher vorgezogen, das Gas oben in den mit 
einem Hahn verschlieBbaren Teil A einer mit Queck- 
silber gefiillten Gasbiirette eintreten vu lassen (vgl. 
Abb. 1). Fi die Ablesung des Gasvolumens war es 
nun erforderlich, jeden Moment das Quecksilberniveau 
im offenen Schenkel der Biirette schnell auf dieselbe 
Héhe zu bringen. Weil das fortwaihrende Senken oder 
Heben des schweren Glasrohres ziemlich unbequem war, 
wurde dies dadurch erreicht, daB im offenen Schenkel 
ein unten verschlossenes, ebenfalls mit Quecksilber 
gefiilltes Glasrohr C aufgehangt war, wobei dieses Rohr 
auf die in der Abbildung ersichtliche Weise leicht 
gehoben und gesenkt werden konnte. Da die eigent- 
liche Biirette mit einem Dreiweghahn versehen war, 
war es méglich, die Verbindung mit dem GargefaB zu 
unterbrechen und das angesammelte Gas nach oben 
zu entlassen. Auf diese Weise gelang es, das Volumen 
der in kurzen Zeitintervallen gebildeten Kohlensaure 
Abb. 1. mit einer Genauigkeit von etwa 0,lecm Zu_ be- 

stimmen. 





Die Ausfiihrung der Versuche war nun folgende. In jedem Versuch 
wurden 4g Trockenhefe und 25ccm wisserige Zuckerlésung in das 
GirgefaB gebracht ; auBerdem wurden 0,2 ccm Toluol hinzugefiigt. 

Die 25 ccm Zuckerlésung enthielten in den Versuchen mit Fructose 
und Glucose je 3g dieser Zuckerarten. Von den beiden Disacchariden 
wurden équimolekulare Lésungen benutzt, welche also 6g Maltose- 
hydrat (C,,H,.0,, . H,O) oder 6,3.g Trehalosehydrat (Cj, H 0,, . 2 H,O) 
enthielten. 


1 Alcoholic Fermentation 3rd Ed. 8. 28. 
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Die Gasentwicklung wurde verfolgt, bis sich eine konstante Giar- 
geschwindigkeit eingestellt hatte, d. h. wenn vier einander in 5 Minuten 
folgende Bestimmungen der Gargeschwindigkeit keine gréBeren Unter- 

- - £ £ 
schiede als 0,1 cem aufwiesen. Dies war bei Glucose, Fructose und 
Maltose innerhalb 2 Stunden der Fall; fiir Trehalose dauerte dies 
etwas langer: 2'/, bis 3 Stunden. 

Wenn also die Gargeschwindigkeit sich nicht mehr anderte, gingen 

£ £ gins 


wir dazu tber, 5cem Bikaliumphosphatlésung (0,6 mol.) durch einen 


T abe lle Z. 


sargeschwindigkeiten nach Phosphatzufiigung in Kubikzentimeter CO, 
pro 10 Minuten. 





Zeit in Min. Fructose Glucose Maltose Trehalose 
0 10,8 11,0 11,2 5.6 
10 9,8 13,0 9,4 — 
15 ~— _ 2.2 
20 13,6 11.0 12,4 
25 — — — 5.8 
30 23.5 17,8 23.6 
35 ig = #3 10,0 
40 35,6 24.8 30,2 
45 —_ — 11.0 
50 35,2 32.6 35,0 
55 -- ; 10,8 
60 21,8 32.4 35.0 : 
65 11,2 
70 18,1 24,0 28.8 wad 
75 - — 11,0 
80 18,0 19,1 24.6 
85 ~ — 11,2 
90 18,0 19,0 222 
100 — 18,8 21,0 11,0 
110 — 20,2 11,1 
120 ee 90.3 11,2 
130 — . 11,3 
140 11,5 
150 11,5 
170 - — 11,9 
190 _— — 12,5 
210 13.0 
250 - 14.0 
280 os - 14.0 
310 — 14,1 
340 -- — —- 13.6 
370 — _ 13.8 
410 -- - 14,1 
480 _ - 13,7 
460 - 13.4 
500 _ 12.6 
550 — 13,4 
580 12.6 
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Hahntrichter, welcher am Gargefaf angebracht war, hinzuzufiigen. 
Die Phosphatlésung, welche im ganzen 93 mg P enthielt, war 
zuvor bei 30°C mit Kohlensaure gesattigt. Die Zeit der Zufiigung der 
Phosphatloésung wurde als Nullzeit angenommen. Die Bestimmungen 
wurden fortgesetzt, bis die Gargeschwindigkeit abermals konstant 
geworden war. 


Die erhaltenen Ergebnisse sind in Tabelle I zusammengestellt und 
in Abb. 2 graphisch wiedergegeben. 














“— $$ $__—_——__— 
| 
S| + + 4 + + + $ 8 
Kurve A —— Girgesotwindigheit abr Fructose g 
Jb + 2 Bim . * Glucose 3 
& | 7 C——o » » Moalfose NS 
Rat 2 Dt—t—+ ° » Tretatese, © 
RS ” O—xm—x Birating des anarganisohen Phas} ® 
Sa} Phares bei der Irehalosevergarung} S. 
s | & 
Ss} H a | t+——t 4 4 > 
-_ | oe iene iteminee | es 
K ot ~ a J me 
3 10 100 
5 Lessee —Y + 4 os + + 
. ‘i 2’ 50 
et ee ee ee a ee 4 
or 
. v ee Fe ew 
Zell in Stunden 


Abb. 2. 


Wenn wir die Zahlen in Tabelle I und Abb. 2 betrachten, dann 
ergibt sich, daB der Verlauf der Gargeschwindigkeiten fiir Fructose 
und Glucose (Kurven A und B) genau derjenige ist, welcher sich auf 
Grund der Harden-Youngschen Untersuchungen erwarten lieB. Man 
beobachtet einen schnellen Garanstieg, wonach eine nicht weniger 
schnelle Abnahme der Gargeschwindigkeit folgt. Die dann wieder 
konstant gewordene Geschwindigkeit liegt immer auf einem etwas 
héheren Niveau als vor der Phosphatzufiigung, offenbar weil die erhéhte 
Quantitét der vorhandenen Phosphatester auch eine starkere Ab- 
spaltung von freiem Phosphat erméglicht. Genau wie Harden an- 
gibt, tritt die Veresterung des freien Phosphats bei Fructose etwas 
rascher ein. 


Bemerkenswert ist, daB die Kurve fiir die Maltose (C) grobe 
Ubereinstimmung aufweist mit den beiden genannten, insbesondere 
mit der der Glucose. Auch hier ist nach 50 Minuten die gréBte 
Gargeschwindigkeit erreicht, und nach 90 Minuten ist diese auf den 
konstanten Wert zuriickgefallen. Die Geschwindigkeit der Maltase- 
wirkung iibt also auf die Geschwindigkeit der Kohlenséureentwicklung 
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unter den gewahlten Bedingungen keinen oder nur einen geringen 
EKinfluB aus?. 

Dagegen zeigt der Verlauf der Gargeschwindigkeit der Trehalose 
(Kurve D) ein ganz abweichendes Bild. Auch hier bringt die Phosphat- 
zufiigung eine Erhéhung der Gargeschwindigkeit mit sich, welche 
etwa nach !/, Stunde erreicht ist. Merkwiirdigerweise bleibt diese 
Geschwindigkeit in der nachfolgenden Stunde unverandert, um dann 
ganz allmahlich einen zweiten Anstieg aufzuweisen, wobei das zweite 
Maximum erst nach weiteren 2'/, Stunden erreicht wird. In 
der nachfolgenden Periode tritt dann allmahlich wieder ein schwacher 
Riickgang der Geschwindigkeit ein. 

Ks fragt sich nun, worauf dies merkwiirdige Verhalten der Trehalose 
bei der zellfreien Garung beruht. Um einen naheren Einblick hierin zu 
bekommen, wurde bei diesem Versuch auch das Verschwinden des 
freien Phosphats wahrend des Garungsverlaufes quantitativ verfolgt 
Zu diesem Zwecke war neben dem GargefaB noch ein zweites Erlenmeyer- 
Kélbchen mit genau demselben Gargemisch in den _ Schiittel- 
thermostat gestellt worden. Aus diesem K6élbchen wurden dann in 
regelmaBigen Zeitintervallen 2ccm der Mischung abpipettiert, zu 
welchen dann sofort 0,3. ccm Trichloressigsiure zugefiigt wurden, um 
die Garung aufzuheben. Die Bestimmung des freien Phosphats geschah 
nach der kolorimetriscl.en Methode von Martland und Robison®. 

Die auf diese Weise erhaltenen Ergebnisse sind in Tabelle 11 zahlen- 
maBig und in Kurve D’ der Abb. 2 graphisch wiedergegeben. 


Tabelle II. 
Freies Phosphat nach verschiedenen Zeiten bei der zellfreien Trehalose- 
vergarung. 





ee : Freies Phosphat in Tei Freies Phosphat in 
Le Min. * Le \ 
Zeit in Min mg P pro cem Zeit in Min. mg P pro cem 


0 
10 
20 
30 
40 
50 
60 


1,8 
75 
74 
72 
71 
65 
63 


70 

90 
115 
135 
150 
240 
500 


61.5 
55 
36.5 
31 
30 
24 
24 





* Die Zeit ist gemessen nach dem Momente der Phosphatzufiigung. 


Wenn wir jetzt diese Ergebnisse im Zusammenhang mit den 
dazugehérenden Gargeschwindigkeiten iiberblicken, dann JaBt sich 


1 Dabei ist jedoch zu beachten, da8 die Zuckerlésungen aquimolekulat 


gewahit sind und daher bei rascher Maltasewirkung die doppelte Glucose- 
konzentration entstehen kénnte. 
2 M.Martland u. R. Robison. Biochem. J. 20. 847, 1926. 
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feststellen, daB anfangs ein ziemlich bedeutender Riickgang des vor- 
handenen freien Phosphats eintritt, obgleich die Abnahme offenbar 
viel langsamer stattfindet als bei den sonstigen Zuckerarten. Nun 
setzt aber nach etwa 2 Stunden, gerade im Augenblick, wo die 
Phosphatmenge praktisch den niedrigsten Wert erreicht hat, welcher 
sich dann wahrend vieler Stunden halt, der zweite Anstieg der Gar- 
geschwindigkeit ein. 

Hier beobachten wir also das eigentiimliche Ergebnis, daB eine 
Erniedrigung des freien Phosphatwertes eine gréBere Geschwindigkeit 
der Gairung mit sich bringt, ein Verhalten, wodurch die Trehalose in 
schroffem Gegensatz zu den anderen bis jetzt untersuchten Zucker- 
arten steht. 

Es ist vorlaufig wohl nicht méglich, eine nahere Analyse der 
kinetischen Verhaltnisse in diesem so komplizierten System zu geben. 
Es ware jedoch denkbar, daB dieses merkwirdige Verhalten der Trehalose 
darauf zuriickzufiihren ist, daB dieser Zucker anfangs zwei wett- 
bewerbenden chemischen Umlagerungen unterliegt, und zwar einerseits 
der Hydrolyse mit anschlieBender Vergérung der gebildeten Glucose, 
und andererseits einer direkten Phosphorylierung. Das allmahliche 
Verschwinden des freien Phosphats wiirde dann eine Abnahme der 
Geschwindigkeit der letzten Reaktion bedingen, wodurch die Hydrolyse- 
geschwindigkeit gesteigert wiirde. 

Es wurde versucht, durch eine Analyse des gebildeten Phosphat- 
estergemisches nihere Anhaltspunkte fiir diese Auffassung zu bekommen. 
Dazu wurde anfanglich der von Robison! angegebene Analysengang 
befolgt. Es zeigte sich jedoch bald, daB unter den Phosphatestern, 
welche am Ende des Versuchs (nach 10 Stunden) vorhanden waren, 
der Harden- und Young-Ester (Hexosebiphosphat) vorherrschte, indem 

_°.. _ Monophosphat-P 
das Verhaltnis . = 0,31 war. 

Diphosphat-P 


: _ Trehalose-monophosphat-P . 
Das Verhaltnis wurde annahernd auf 
Gesamt-monophosphat-P 


Grund des optischen Drehungsvermégens und der reduzierenden 
Wirkung auf Fehlingsche Lésung zu 0,7 bestimmt. Dies Ergebnis ist 
bemerkenswert, weil E. Boyland? genau dasselbe Verhaltnis fiir das 
Gleichgewicht fand, welches sich bei der Trockenhefegaérung von 
Fructose unabhingig von den zugefiigten Phosphatestern einstellte. 

Es wurde schlieBlich noch untersucht, ob die Zusammensetzung 
des Estergemisches in einer friiheren Phase des Garungsvorganges 


1 R. Robison, Biochem. J. 16, 815, 1922. 
2 E. Boyland, ebendaselbst 28, 223, 1929. 








Vergérung der Trehalose. 


wesentlich verschieden war, wozu die Trehalosevergirung unter genau 
denselben Bedingungen nochmals durchgefiihrt wurde. Auch diesmal 
wurde gleichzeitig eine Bestimmung der Gargeschwindigkeit vor- 
genommen. Die dabei erhaltenen Ergebnisse stimmten in allen 
wesentlichen Punkten mit den oben beschriebenen tiberein, weshalb 
sie hier nicht angefiibrt werden. Nach etwa 130 Minuten war das 
Minimum des freien Phosphatgehalts des Gargemisches  erreicht, 
und bald darauf machte sich wiederum der zweite Anstieg der Gar- 
geschwindigkeit bemerkbar. Die Analyse des Phosphatestergemisches 
wurde dreimal durchgefiihrt, und zwar: einmal direkt vor der Phosphat- 
zufiigung, weiter nach 130 Minuten (vgl. oben) und schlieBlich am Ende 
des Versuchs, d.h. nach 520 Minuten. Benutzt wurde diesmal die 
auch von Boyland (1. c.) angewandte Methode von Harden und Henley}. 


Die dabei erhaltenen Ergebnisse sind hier kurz zusammen- 
gefaBt. 





-— - —_ Verh Monophosphat-P Verh Trehalosemonophosphat-P 
ac ae 5 °° e .: 
Phosphatzufiigung Diphosphat-P Gesamtmonophosphat-P 
0 2 0.62 
130 0,94 0,70 
520 0,66 0,71 


Fiir die Beurteilung dieser Zahlen, welche zwar infolge der kleinen 
Mengen der verarbeiteten Phosphatestergemische ziemlich ungenau 
sind, sei daran erinnert, daB Boyland (}. c.) unter ahnlichen Bedingungen 
mit Trockenhefe bei der Vergirung von Fructose fiir das Verhaltnis 
Monophosphat-P 

Diphosphat-P 
lagen und nur gelegentlich bis 0,26 stiegen. Und zwar wurden derartige 
Zahlen gefunden weitgehend unabhaingig davon, ob verschiedene 
Phosphatester zugefiigt wurden. 


Werte fand, welche meistens in der Nahe von 0,17 


Wir haben daher gepriift, inwieweit mit der von uns benutzten 
Trockenhefe bei der Fructosevergérung ein ahnliches Resultat erhalten 
wurde. Tatsachlich traf dies zu, indem jetzt fiir das Verhaltnis 
Monophosphat-P 

Diphosphat-P 
beriicksichtigt, ist es wohl sehr auffallend, daB bei der Trehalose- 
vergarung in allen Fallen und besonders vor der Phosphatzufiigung 
und am Ende der eigentlichen Phosphatperiode die Monophosphatester 
so vorherrschen. Erst bei weit fortgeschrittener Garung strebt das Ester- 


der Wert 0,23 gefunden wurde. Wenn man dies 


1 A. Harden u. F. R. Henley, Biochem. J. 21, 1217, 1927. 














24 A.J. Kluyver u. F.L.W. van Roosmalen: Vergairung der Trehalose. 


gemisch offenbar dem Boylandschen Gleichgewicht von Mono- und 
Diester zu (vgl. den Wert 0,31 beim ersten Versuch nach 10 Stunden!). 

Wenn man bedenkt, daB die Trehalose-monophosphorsaéure in allen 
Fallen etwa 70°, der Gesamt-monophosphorsiure ausmachte — also 
merkwirdigerweise genau wie Boyland dies bei der Fructosevergérung 
feststellte —, dann ist es wohl sehr wahrscheinlich, daB dieser an- 
fangliche UberschuB an Trehalose-monophosphorséure wenigstens teil- 
weise einer direkten Phosphorylierung der Trehalose entstammt. 
Dennoch mu8 durchaus zugegeben werden, daB die beschriebenen 
Ergebnisse die Méglichkeit offen lassen, daB die bei der Vergarung 
von Fructose und Glucose durch Trockenhefe gebildete Trehalose- 
monophosphorsaure nicht allein aus der im Hefepraparat vorhandenen 
Trehalose hervorgeht. 

Insbesondere gilt dieser Vorbehalt fiir die Fille, wo die Bildung 
der Trehalose-monophosphorsaéure in Garversuchen geschieht, welche 
nicht mit Trockenhefe vorgenommen wurden. Beziiglich dieses Punktes 
sei auf die Untersuchung von St. Verbel (I. c.) hingewiesen. Immerhin 
bleibt es bemerkenswert, daB die Trehalose-monophosphorsaéure auch 
bei seinen Versuchen keinen erheblichen Teil der gesamten Phosphat- 
ester ausmacht und auch erst spater, wenn die Glucosekonzentration 
schon merkbar erniedrigt worden ist, in dem Estergemisch auftritt. 

















Der Einflub des Hirtens 
auf die natiirlichen Nebenbestandteile der Ole. 


Von 
J. A. van Dijk, R. T. A. Mees u. H. tl. Waterman. 


(Aus dem Laboratorium fiir Chemische Technologie der Technischen Hoch- 
schule, Delft, Holland.) 


(Eingegangen am 19. Dezember 1931.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Wir sind der Meinung, daB bei der in der Technik gebrauchlichen 
Art des Hartens, auch wenn es sich um die Bereitung von Speisedlen 
handelt, verschiedene Bestandteile der Ole in mehr oder weniger betracht- 
lichem MaBe vernichtet werden. Es handelt sich hier um Ole, die nach 
der Hartung als Speisefett dienen, wie z. B. gehartete Fette, die in der 
Margarinebereitung verwendet werden. 

Wir sind nicht die ersten, die das Studium dieses Problems auf- 
genommen haben. Verschiedene Untersucher kamen zu dem Schlub, 
da8 es ihnen gelungen sei, die Hartung und die der Hartung voran- 
gehende Bearbeitung der Grundstoffe derart auszufiihren, daB fiir den 
Nahrwert wichtige Bestandteile, wie Vitamine, erhalten bleiben. 

So bemerkt S. 8S. Zilva', daB in der Technik Hartungen ausgefiihrt 
sind unter AusschlieBung des Sauerstoffs, sowohl durch den Gebrauch 
entliifteter Ole, wie durch den Gebrauch sauerstofffreien Wasserstoffs. 
Auf diese Art geharteter Lebertran habe dann seinen Gehalt an Vitamin A 
behalten. Auch in anderen Ver6ffentlichungen, welche in dem betreffenden 
Artikel erwaihnt werden, findet man Angaben dariiber, daB bei der Hartung 
auch die antirachitischen Eigenschaften erhalten bleiben kénnen. 

In anderen Ver6éffentlichungen dagegen werden die Ergebnisse Zilvas 
bezweifelt und wird als Ursache der Vitaminvernichtung bei der Hartung 
die Anwesenheit durch spontane Oxydation entstandener Reaktions- 
produkte in dem zu hydrierenden Ol genannt*. In der betreffenden Patent- 
beschreibung wird angegeben, da die Entfernung der durch spontane 
Oxydation entstandenen Reaktionsprodukte aus dem Lebertran vor der 


1 Biochem. J. 18, 881, 1924. 
2 Nieder]. Patent 20216. 
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Hvdrierung mit sauerstofffreiem Wasserstoff und einem gebraéuchlichen 
Hydrierungskatalysator ein hydriertes Produkt ergab, das Vitamin A 
enthielt. Das hydrierte, auf diese Art in zweistiindigem Harten bei 155° 
aus Lebertran hergestellte Produkt, wurde auf seinen Gehalt an Vitamin A 
untersucht mit Hilfe der von Carr und Price beschriebenen Farbenreaktion '. 

H.E. Dubin und C. Funk? wenden die Hartung mit Metallen der 
Platingruppen in Kolloidlésung an; die Temperatur bei ihrem Versuch ist 
55°, die Dauer 36 Stunden. Sie beschreiben Versuche mit Lebertran, wobei 
sie ein bei 55° schmelzendes, geruchloses Produkt erzielen, das seine anti- 
rachitische Wirkung behalten hat. 

Diese Art der Untersuchung ist nach Art der Arbeitsweise weniger fiir 
praktische Anwendung geeignet. 

Endlich kénnen wir noch ein englisches Patent der Lever Brothers 
Ltd.* erwihnen, die von den als Antioxydantien wirkenden Stoffen mit 
Phenolcharakter Gebrauch machen. Sie hydrieren in Anwesenheit z. B. 
von Hydrochinon, in einer Menge von 0,1°,. Dadurch soll der Oxydation 
von Olbestandteilen vorgebeugt werden. 

Aus diesen Literaturangaben haben wir den Eindruck bekommen, 
da®B es vielleicht unter besonderen Umstinden wohl gelungen ist, die 
empfindlichen Bestandteile der Fette mehr oder weniger vor der Zerst6rung 
wihrend des Hartens zu bewahren, daB jedoch eine praktische Ausfiihrung, 
die als eine Lésung des Problems angesehen werden kénnte, noch nicht 
bekanntgemacht ist. 

Da8 wir mit dieser Meinung nicht allein stehen, geht aus einer kiirzlich 
erschienenen Mitteilung von J.C. Drummond und T. P. Hilditch* hervor: 
Cod liver oil may be converted into a tasteless product by partial or complete 
hydrogenation, and preparations of this type have been offered in one 
form or another for human consumption. The sensitivity of vitamin D to 
hydrogenation is not known with certainty although it is believed to be 
destroyed. Vitamin A is readily destroyed by reduction with hydrogen, 
even when carried out at low temperatures. Hydrogenated cod liver oils 
are of no value as substitutes for medicinal cod liver oil. 


In den letzten Jahren im Laboratorium fiir Chemische Technologie 
ausgefiihrte Versuche haben gezeigt, daB unter der Bedingung eines 
sehr hohen Druckes die Hartung von pflanzlichen und tierischen Olen 
bei einer Temperatur von 30 bis 60° auf technisch durchfiihrbare Weise 
vorgenommen werden kann5. Diese Versuche sind mit verschiedenen 
Olarten ausgefiihrt: Baumwollsaatél, Sojaél, Leinél, Walfischtran. 
Es zeigte sich, daB der Unterschied der Eigenschaften der unter sehr 


Biochem. J. 20, 497, 1926. 

2 Proceedings of the Society for Experimental Biology and Medicine 
21, 139, 1923/24. 

? Engl. Pat. 208189. 

4 J.C. Drummond u. T. P. Hilditch, The relative Values of cod liver 
oils from various sources, Published by his Majesty’s stationery office, 
London, December 1930, p. 116. 

5 Ree. Trav. Chim. 50, 279, 679, 793, 1931; 11® Conyrés de Chimie 
Industrielle, Paris 29 Septembre 1931; Chem. Weekbl. 28, 319, 1931; 
J. Institution Petroleum Technologists 11, 36, 1925. 
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hohem Druck (100 bis 300 kg/qem) bei niedriger Temperatur erzielten 
Fette und der nach der bisher iiblichen technischen Ausfiihrung be- 
reiteten Produkte groB war. 

Die Entstehung von gesattigter Fettsiure trat bei der Hartung 
unter sehr hohem Druck viel starker hervor. Es war ein groBber Unter- 
schied im Geruch und Aussehen der Produkte zu bemerken. Es lag 
also nahe, zu untersuchen, ob auch in anderer Hinsicht Unterschiede 
bestanden. Unser Streben war vor allem auf die gréBtmégliche Er- 
haltung der natiirlichen Eigenschaften der Grundstoffe gerichtet, wie 
Farbe, Aroma, Foérderung des Stoffwechsels und des Wachstums. 
Dies gelang uns, was die Farbe angeht, schon sofort bei der Hartung 
des Palméls. Wir benutzten ein rétlich-orangefarbenes Produkt mit 
den folgenden Eigenschaften: Jodzahl (Wijs) 55, Rhodanjodzahl 
(Kaufmann) 44 bis 47, nj) 14550, D®), 0.8945, Saurezahl 14,6, Ver- 
seifungszahl 196.5, Prozentsatz unverseifbar 0,8, Prozentsatz ge- 
sittigte Fettsiure (Bertram) 42, Schmelzpunkt 32°C. 

Dieses Fett gab in einer Lésung von 250 mg in 100 ccm Benzol 
in einer 1/,-Zoll-Kiivette, gemessen im Lovibond-Tintometer, 9,0 Gelb 
und 2,5 Rot. 

Zu manchen Versuchen diente dasselbe Palmél, nachdem es mit 
Lauge entsiuert worden war. Die Konstanten des Ols wurden hierbei 
wenig verandert. Die Saurezahl sank auf 0,1, nj; wurde 1,4562 und 
ps 4 09,8939. Die Farbe des entsduerten Ols war, soviel man sehen 
konnte, unverandert. 

Es folgen hier drei Hartungsversuche, namlich: Versuch HP%,, 
eine bei 70° und 120 kg/qem Anfangsdruck ausgefiihrte Hartung mit 
nicht entsiuertem Ol, Jodzahl des Reaktionsproduktes 43,8; HP,, 
eine bei 55° und 150 kg/qem Anfangsdruck ausgefiihrte Hartung mit 
entsiuertem Palmél, Jodzahl des Reaktionsproduktes 35,1, und HPs, 
eine gleichfalls mit entsiuertem Palmél ausgefiihrte Hartung bei 60° 
und 150 kg/qem Anfangsdruck. 

Die angegebenen Hartungstemperaturen beziehen sich auf die 
héchste Temperatur, die waihrend des Hartens erreicht wurde. Das 
Produkt HP, war fast ganz gehartet, hatte die Jodzahl 1,7, Rhodan- 
jodzah!] 1, wahrend die Farbe noch ganz gelb war. Die Farbe von 
Produkt HP, und HP, war rot-orangefarben. Die Messung auf analoge 
Weise im Lovibond- Apparat ergab fiir HP, 8,0 Gelb, 2,2 Rot, fiir HP, 8,0 
Gelb, 2,1 Rot; HP, wurde nicht gemessen. 

Herr Prof. Dr. L. K. Wolff hatte die Giite, ebenfalls einige Messungen 
auszufiihren. Er kam zu dem Ergebnis, daB das Produkt H P,, verglichen 
mit dem Grundstoff, dem nicht entséuerten Palmél, nur 19°, in der 
Farbe zuriickgegangen war. Das Produkt HP, enthielt nahezu kein 
Carotin mehr. AuBerdem ergab sich aus seinen Untersuchungen, daB 
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das Carotin der bei hohem Druck geharteten Fette spektroskopisch 
nicht veraindert war. 

Ferner haben wir untersucht, inwiefern die Fette, die die Reaktion 
von Carr und Price geben, diese Reaktion auch noch nach der Hartung 
bei niedriger Temperatur und bei sehr hohem Druck zeigen. 

Bei der Ausfiihrung dieser Reaktion auf Vitamin A wurde das 
gewohnliche Reagens von Carr und Price gebraucht, wahrend die 
kolorimetrische Bestimmung nach den Vorschriften von Wokes und 
Willimott! ausgefiihrt wurde*. In der Ausfiihrungsart wurde etwas 
von den Vorschriften abgewichen: 5 g des zu untersuchenden, geharteten 
oder ungeharteten Lebertrans wurden in einem geeichten MeBgefaB 
in trockenem Chloroform zu 50 ccm gelést. Das Reagens war eine 
gesittigte Lésung von SbCl, in trockenem Chloroform. 0,40 cem der 
Fettlésung brachten wir mit einer Biirette in eine 1/,-Zoll-Kiivette 
des Lovibond-Apparats; dann wurden 4 ccm des Reagens hinzugefiigt. 
In einigen Fallen, wenn die Farbe besonders schwer zu erkennen war, 
brachten wir in einer 1-Zoll-Kiivette 0,8 ccm der Fettlésung zu 8 ccm 
des Reagens. 30 Sekunden nach dem Zusatz des Reagens wurde die 
Farbe gemessen. Es wurden jedesmal fiinf Beobachtungen ausgefiihrt. 
Wir gebrauchten bei diesen Untersuchungen noch nicht die geainderte 
Methode, bei welcher mit SbCl, in Benzollésung gearbeitet wird; diese 
Abanderung ist von einem von uns ausgearbeitet und an anderer Stelle 
beschrieben worden®. Bei der Beurteilung der Hartungsversuche ist 
zu bedenken, daB der angewandte Wasserstoff einen kleinen Prozentsatz 
Sauerstoff enthielt. Die Reaktionsprodukte, welche wir bei der Hartung 
des Walfischtrans erhielten, waren fiir unseren Zweck weniger geeignet, 
weil dieser Grundstoff nur eine geringe Carr-Price-Reaktion zeigte 
(schwache Blaufairbung). Sehr viel geeigneter waren die Versuche, die 
wir mit im Handel erhaltlichem Lebertran ausfiihrten. 

Es zeigte sich sofort, daB nach der Hartung in einem Normann- 
Becher unter gewoéhnlichem Druck (Temperatur bis 180°C) das 
Reaktionsprodukt keine Blaufirbung mit dem Carr- Price-Reagens 
aufwies. Dies war wenigstens das Ergebnis, wenn die Hartung fort- 
gesetzt wurde, bis ein bei Zimmertemperatur festes Fett entstanden 
war. So wurde auch eine Hartung nach Normann unter gew6hnlichem 
Druck ausgefiihrt (Versuch NL,), wobei der gehartete Lebertran noch 
etwas fliissig war ; Jodzahl 96,2 (die Jodzahl des Grundstoffes betrug 172). 
Die Carr-Price-Reaktion ergab mit diesem Produkt noch eine sehr 
schwache Blaufarbung, die bei weiterem Hiarten bis zur Jodzahl 78,5 


1 Analyst 58, 515—524, 1927. 
2 Siehe auch J.C. Drummond u. T. P. Hilditch, |. ¢. 8. 26. 
3 R. T. A. Mees, Chemisch Weekblad 28, 694, 1931. 
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(Versuch NL,) ganz verschwand. Zusammenfassend stellen wir also 
fest, daB nach der Hartung des Lebertrans unter gewohnlichem Druck, 
bei einer Temperatur von ungefahr 180°C, die Carr-Price-Reaktion 
nicht mehr auftritt. 

Die Hochdruckhartung ergibt ganz andere Resultate. Die erste 
Hochdruckhartung (Versuch HL,), wo 150g Tran mit 5g Nickel- 
katalysator in einem Pendelautoklaven! unter einem Wasserstoff- 
anfangsdruck von 150 kg/qcem erhitzt wurden, dauerte ungefahr 1 Stunde ; 
die héchste Temperatur, die bei dieser Hartung erreicht wurde, war 
58°C. Die Jodzahl war auf 75,5 gesunken; das Fett war ganz hart 
geworden. 

Durch einige quantitative Versuche kamen wir zu dem Resultat, 
dab die Carr-Price-Reaktion ungefahr zur Halfte erhalten geblieben 
war. Es ware mdéglich, daB der Sauerstoffgehalt des verwendeten 
Wasserstoffs eine Rolle bei dem Farbenriickgang gespielt hatte, der 
bei der Hochdruckhartung mittels der Carr- Price-Reaktion festgestellt 
wurde. Wir méchten vorlaufig auf diese Frage nicht naher eingehen. 
Wohl zeigte sich, daB der Tran nicht allzu empfindlich gegen Sauerstoff 
ist, was das Erhaltenbleiben dergenannten Reaktion anbelangt. So wurden 
18 dg Tran mit 6 g Katalysator wahrend 1'/, Stunden auf dieselbe Art 
geschiittelt, wie beim Versuch HL,. Im Unterschied gegeniiber diesem 
Versuch war jedoch der Autoklav nicht mit unter Druck stehendem 
Wasserstoff gefillt, sondern in offener Verbindung mit der AuBenluft 
gelassen. Die Temperatur wurde, um méglichst weite Ubereinstimmung 
mit dem Versuch HL, zu erzielen, auf 55°C gehalten. Unter diesen 
Umstainden wurde kein Riickgang in der blauen Farbenreaktion ge- 
messen. Beim Erhitzen des Lebertrans auf viel héhere Temperatur 
verschwindet die Blaufarbung. 

Bei einem bestimmten Versuch wurde der Lebertran in einem 
evakuierten GefaiB auf 230°C wahrend 1'/, Stunden ohne jeden Zusatz 
erhitzt; die Carr-Price-Reaktion mit diesem Reaktionsprodukt war 
dann negativ. Andererseits bemerkten wir, daB der Tran bei Erhitzung 
auf 180°C in einem Normann-Becher, unter Durchleitung von Wasser- 
stoff wahrend 1/, Stunde bei gew6hnlichem Druck, die Farbenreaktion 
behielt. 

Bei all diesen Versuchen hat es sich gezeigt, daB die Bestandteile 
des Ols, die die Carr-Price-Reaktion geben, bei der Hartung unter 
gewohnlichem Druck nach Normann bei ungefihr 180°C vollstandig 
verschwinden, wahrend diese farbengebenden Bestandteile bei der 
Hartung unter sehr hohem Druck, bei niedriger Temperatur, in ganz 
bedeutendem MaBe erhalten bleiben kénnen. 


! Siehe u.a. die Dissertation von J. N.J. Perquin, Delft 1929, S. 6. 
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Wenn die Zerstérung der Bestandteile, welche die Carr-Price- 
Reaktion liefern, durch Oxydation etwa durch den Sauerstoffgehalt 
des angewandten Wasserstoffs verursacht worden sei, oder durch sauerstoff - 
ibertragende, reaktive Bestandteile des Lebertrans (Peroxyde), dann 
ware es wahrscheinlich, das durch Hinzufiigen eines kleinen Prozent- 
satzes Hydrochinon die betreffenden Stoffe besser geschiitzt wiirden. 
Wir haben deshalb einen mit HL, analogen Versuch ausgefiihrt, wo 
dem Tran zuvor 0,1°, Hydrochinon zugefiigt worden war. Wir erhielten 
jedoch auch hier ein gehartetes Fett von salbenartiger Konsistenz, 
dessen blaue Farbenreaktion, verglichen mit der der Grundstoffe, 
weniger intensiv war. Wir méchten aus diesem Versuch nicht den 
SchluB ziehen, daB der Zerstérungsvorgang der farbenden Bestandteile 
nicht oxydativer Art ist. Wie gesagt, méchten wir auch nicht mit 
Bestimmtheit auBern, daB die Schwachung oder das véllige Verschwinden 
der Reaktion eine Folge der Hydrierung als solcher ist, also eine 
Reduktionserscheinung. Es wurde ferner versucht, den Lebertran 
durch Desodorisieren von Verunreinigungen (Oxydationsprodukten), 
die vielleicht die Zerstérung verursachten, zu befreien. 

Die Desodorisation wurde ausgefiihrt im Vakuum von 2'/,cm Hg 
und bei einer Temperatur von 140 bis 145°C. Der Tran wurde hierbei 
wihrend 3 Stunden mit seinem Eigengewicht an Dampf behandelt. 

Die Farbenreaktion dieses Produktes war gleich der des nicht 
desodorisierten Gls. Die zur Desodorisation benutzte Apparatur zeigt 
nachstehende Abbildung. Das desodorisierte Ol wurde gehartet bis 
zur Jodzahl 57,3 (Versuch HL,). Die Carr-Price-Reaktion dieses 
Fettes war nur noch schwach positiy. Das gewiinschte Resultat wurde 
durch das Desodorisieren nicht erreicht. Die sehr betrachtliche 
Schwachung der Carr- Price-Reaktion bei HI, wurde jedoch verursacht 
durch die weitgehende Hartung. Dies war ersichtlich aus Versuch H Ls, 
wo mit Dampf behandelter Lebertran gleichfalls unter hohem Wasser- 
stoffdruck bis zur Jodzah] 100,7 gehartet wurde; das entstandene 
salbenartige Hartungsprodukt lieferte eine stark blaue Farbe, deren 
Intensitat ungefaihr 60°, von der des Grundstoffes betrug. 

Inzwischen hatten Versuche, die Herr Prof. Dr. E£. C. van Leersum 
auf unsere Bitte die Giite hatte, in seinem Laboratorium ausfiihren zu 
lassen, gezeigt, daB der Gehalt an Vitamin A des von uns unter hohem 
Druck bei niedriger Temperatur geharteten Lebertrans  zuriick- 


gegangen war. 

Sodann wurden Versuche unternommen mit zwei Vitamin-A- 
Praparaten aus der Industrie. Das erste enthielt auBerdem Vitamin D. 
Das zweite wurde uns speziell fiir diese Untersuchungen iiberlassen 
von der N. V. Organon in Oss; es war eine Lésung von Vitamin A in 
Petrolather. Das erste Praparat wurde mit Sesam6l mit der Saurezahl 1,8 
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vermischt. Zuvor war festgestellt, daB Sesam6l keinen schadlichen 
EinfluB auf die blaue Farbenreaktion des Trans ausiibt. Die Lésung 
des A-Vitamins (+ D-Vitamin) in Sesamél ergab, in einer 1-Zoll- 
Kiivette gemessen, im Lovibond-Apparat neun blaue und drei gelbe 
Einheiten. 

Die Farbennuance des ersten Praparats war etwas anders als die 
des Lebertrans, der nur Blau ohne gelbe Beifarbe indizierte. Bei der 
Hochdruckhartung des vitaminierten Sesaméls verschwand die blaue 
Farbenreaktion des nicht vollstandig geharteten Fettes so gut wie ganz. 























Abb. 1. 


Die héchste Temperatur bei der Hartung betrug 58°C. Nun wurde 
eine neue Menge Sesam6l vitaminiert mit dem zweiten Vitamin-A- 
Praparat. Dies vitaminierte Produkt wurde vor der Hartung unter 
denselben Bedingungen wie oben mit Dampf behandelt, wobei ein 
vollkommen geruch- und geschmackloses Produkt erzielt wurde. In 
einer 1-Zoll-Kiivette untersucht, ergab es neun blaue und zwei gelbe 
Einheiten. Nach der Hochdruckhartung bei maximal 60°, unter einem An- 
fangsdruck von 135 kg/qem, wurde ein salbenartiges Produkt erhalten, 
das nur noch eine schwach positive Carr- Price-Reaktion aufwies. 


Dieser Versuch wurde nochmals wiederholt bei etwas héherem 
Wasserstoffdruck, 140 kg/qem Anfangsdruck, und einer maximalen 
Temperatur von 52°. Das Resultat war auch jetzt ungiinstig. Es wire 
méglich, daB sich im Tran Vitamin A schiitzende Stoffe befiinden. Es 
wurde deshalb dem Tran eine bestimmte Menge des zweiten Praparats 
hinzugefiigt und dieser besonders vitaminierte Tran bei 145°C des- 
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odorisiert. Bei dem Versuch HL,, wurde dieses Produkt unter hohem 
Druck gehartet, Anfangsdruck 134 kg/qcm, maximale Temperatur 
57°. Das entstandene Reaktionsprodukt hatte eine salbenartige Kon- 
sistenz und die Jodzahl 100,7._ Wahrend das Produkt vor dem Harten 
in einer 1/,-Zoll-Kiivette acht Einheiten Blau ergab, zeigte es nachher 
nur 3,9. Der urspriingliche Tran wies vor dem Vitaminieren 6,4 und 
desodorisiert 6,0 Einheiten blau auf, gemessen in einer ! 2 Zoll-Kiivette. 

In Verbindung mit dem Versuch HL, diirfen wir also schlieSen, 
daB bei HL,, die Farbenreaktion des besonders hinzugefiigten Vita- 
min A fast vollstandig verschwunden ist. 

Um dies zu bestitigen, wurde noch ein Versuch ausgefiihrt mit 
besonders vitaminiertem und dann mit Dampf behandeltem Lebertran, 
einem Produkt, das in einer '/,-Zoll-Kiivette 9,5 Einheiten Blau auf- 
wies. Mit diesem Produkt wurde die Hochdruckhartung HL,, aus- 
gefiihrt; Anfangsdruck 148kg/qem, maximale Temperatur 55°C. 
Die Dauer dieser Hartung war 1 Stunde 40 Minuten, die von Versuch 
H1L,) 1 Stunde 25 Minuten. Die Jodzahl des Reaktionsproduktes 
war 102,9:; die blaue Farbenreaktion war auch hier auf 4,5 Einheiten 
Blau, gemessen in einer !/,-Zoll-Kiivette, gesunken. 

Eine Ubersicht iiber die Versuche gibt nebenstehende Tabelle. 

Die Untersuchungen auf Anwesenheit von Vitamin D verdanken 
wir Herrn Prof. Dr. E. C. van Leersum. Er kam zu dem Ergebnis, daB 
der Gehalt an Vitamin D beim urspriinglichen Lebertran und bei dem 
unter hohem Druck und niedriger Temperatur geharteten Lebertran 
nahezu gleich war. Durch unsere Untersuchungen ist also festgestellt, 
daB die Hartung des Lebertrans derart ausgefiihrt werden kann (niedrige 
‘Temperatur, hoher Druck), daB der Gehalt an Vitamin D praktisch 
vollkommen derselbe bleibt, waihrend der Gehalt an Vitamin A zuriick- 
geht. Da wir auBerdem gefunden haben, daB der unter hohem Druck 
gehartete Lebertran ein festes Fett mit einem sehr schwachen oder 
iiberhaupt nicht mehr bemerkbaren Trangeschmack ergibt, ist die 
Erwartung gerechtfertigt, daB die Hartung unter sehr hohem Druck 
bei niedriger Temperatur in dem betreffenden Industriezweig Beachtung 
und Anwendung finden wird. Man ist auf diese Weise imstande, ver- 
schiedene Nahrstoffe, wie Margarine oder Schokolade, mit einem hohen 
Gehalt an Vitamin D herzustellen, und zwar ohne nennenswerte Ver- 
teuerung. 

In diesem Falle haben wir uns besonders mit Lebertran beschaftigt ; 
es weisen jedoch verschiedene Tatsachen darauf hin, daB diese Unter- 
suchungen von allgemeiner Bedeutung sind fiir den Schutz der Vitamine 
und anderer im 6] vorkommenden empfindlichen Bestandteile wahrend 


des Hartens. 
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Hartung von Dampflebertran unter hohem Druck bei niedriger Temperatur 
(H. L.) und unter gew6hnlichem Druck bei 180°C (N. L.). 





lodashi Rhodan- 
Nr. ’ Wits Jodzahl Farbenreaktion 
8 - 
Kaufmann 
Dam pflebert ran — 172.0 102 6,4 Einheiten Blau in ! 4, 
Kiivette (12,5 EinheitenBlau 
in 1"’-Kiivette). 
HL, 75.5 68 Farbenreaktion  geschatzt 
auf die Halfte von der des 
Grundstofts. 
Desodorisiert HL, 57.3 50 2 Einheiten Blau in 1''-kKii- 


vette (vor der Hartung 12 
Kinheiten in 1”-Kiivette). 
HL; 108,3 77 4,3 Kinheiten Blau in ',’ 
Kiivette (vor der Hartung 
6 Einheiten in !/,"-Kiivette). 
HL, 100,7 74 3,8 Einheiten Blau in 1/,' 
Kiivette (vor der Hartung 
6 Einheiten in !/,'’-Kiivette). 


Desodorisiert HL yo 100.7 3,9 EKinheiten Blau in !),"’- 
nach Vitaminierung Kivette (vor der Hartung 
8 Kinheiten in 1/.'’-hiivette). 
Desodorisiert HL); 102.9 4,5 Einheiten Blau in 3/,"’- 
nach Vitaminierung Kiivette (vor der Hartung 
9 Kinheiten in !/,'’-Kiivette). 
Dampflebertran NLg 96,2 88 Sehr schwache Reaktion. 
NL, 78,5 73 Farbenreaktion negativ. 


Wir hoffen, diese Untersuchungen in verschiedenen Richtungen 
fortzusetzen. Wir sprechen an dieser Stelle den Herren Prof. Dr. E. C. 
van Leersum und L.K. Wolff unseren herzlichen Dank aus fiir die 
freundliche Mitwirkung bei dieser Arbeit. 


Zusammenfassung. 

1. Aus der Literatur geht hervor, daB bei der praktischen Aus- 
fiihrung der Hartung von Lebertran die Erhaltung von im 6] ent- 
haltenen Vitamin bisher noch nicht einwandfrei gelungen ist. 

2. Die Hartung von verschiedenen pflanzlichen und _tierischen 
Olen unter sehr hohem Druck bei niedriger Temperatur ergibt Produkte, 
deren Eigenschaften stark abweichen von denen der durch die iibliche 
Hartung bereiteten Erzeugnisse. 

3. Die Hartung ist unter den genannten Bedingungen viel weit- 
cehender. 

4. Die Farbe und das AuBere der durch Hartung unter hohem 
Druck, bei niedriger Temperatur erhaltenen Produkte sind ganz anderer 
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Art als bei der gebrauchlichen Arbeitsweise. Ein bezeichnendes Beispiel 
hierfiir ist die Hartung des Palméls ohne Veranderung der Farbe (rot- 
orangefarben). 

Das Carotin bleibt bei dieser Hartung zum gréBten Teil erhalten. 

5. Unter hohem Druck und bei niedriger Temperatur geharteter 
Lebertran weist noch eine deutliche Carr-Price-Reaktion auf, was bei 
analogen, wie bisher bereiteten Produkten nicht der Fall ist. Die 
Bestandteile des Ols, welche die Carr-Price-Reaktion verursachen, 
verschwinden wahrend des Hartens nach der Methode Normann bei 
ungefahr 180° C vollstandig, wahrend bei der Hartung unter sehr hohem 
Druck bei niedriger Temperatur diese farbegebenden Bestandteile in 
betrachtlichem Mae erhalten bleiben. 

6. Der auf biologischem Wege bestimmte Gehalt an Vitamin A 
des unter hohem Druck bei niedriger Temperatur geharteten Lebertrans 
ist gegeniiber dem des Grundstoffes vermindert. 

7. Der Gehalt an Vitamin D des unter den genannten Bedingungen 
geharteten Lebertrans kann praktisch gleich dem des Grundstoffes sein. 
Hierdurch wird die Méglichkeit geschaffen, Lebertran auf industriellem 
Wege in eine fiir den GenuB giinstigere Form zu bringen; auch kénnte 
man ein derartiges Produkt bei der Herstellung von Margarine und 
anderen Nahrstoffen verwenden. 




















Biochemie der Agglutinine. 


Von 
E. Freund und R. Katz. 


(Aus dem pathologisch-chemischen Laboratorium der Rudolfstiftung, 


Wien III.) 


(Eingegangen am 3. Dezember 1931.) 


Der groBbe Fortschritt unserer Kenntnisse tiber Immunvorginge, 
der am Ende des vorigen Jahrhunderts mit der Entdeckung der Phago- 
zytose durch Metschnikojf!, der Bakteriolyse durch Pfeiffer*, der 
Agglutination durch Vidal, Gruber und Durham? und der Piazipitation 
durch Kraus‘ erreicht war, brachte gerade bei septischen Erkrankungen 
nicht die erwarteten Erfolge. 

Weder mit Immunisierung noch mit Desinfektion konnten bleibende 
Erfolge erzielt werden. Dennoch fiihrte aber die klinische Erfahrung 
immer wieder dazu, dispositionelle Faktoren im Organismus als aus- 
schlaggebend fiir die Infektion oder doch fiir den Verlauf einer Infektion 
anzunehmen. Schon vor mehreren Jahren hat im hiesigen Institut 
Knapp* gefunden, daB das tryptische Vermégen des Serums bei bés- 
artigen Erkrankungen (Eiterungen) geringer ist als bei gutartigen 
Prozessen. Freund® zeigte 1920, daB auch das Zerstérungsvermégen 
normaler Sera gegeniiber Leucocyten bei septischen Prozessen erloschen 
ist und daB statt einer leucocytenzerstérenden, lecithinhaltigen Substanz 
eine Aminosdéuren enthaltende leucocytenschiitzende Substanz vor- 
handen sei. 

Im Bestreben, dispositionelle Faktoren bei bakteriellen Infektionen 
zu suchen, sind wir nun daran gegangen, das Verhalten normalen 


1 Immun. b. Infekt.-Krankh. Jena, Fischer, 1903. 

* Zeitschr. f. Hyg. 19, 1895. 

3 Miinch. med. Wochenschr. 1896. Nr. 11 und 12. 

‘ Handb. f. pathol. Mikro.-Org. v. Kolle-Wassermann, 4, 1909. 
5 Knapp, Zeitschr. f. Heilkunde 23, 1902. 

® Freund, W. Kl. W. 1920. 
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Serums gegeniiber Bakterien im Vergleich zum Verhalten septischen 
Serums zu studieren. Wir haben Aufschwemmungen von Bakterien 
(Streptococcen, Pneumococcen, Staphylococcen, Colibazillen) in der 
Menge von 0,2cem einer Bouillon von ungefahr 5 Millionen Keimen 
im Kubikzentimeter, zu je 2cem von beiderlei Seris zugefiigt, und 
24 Stunden bei 37° Temperatur im Brutschrank gelassen. Die Ergebnisse 
unserer Untersuchungen sind in Tabelle Ia und Ib vereinigt. 


Tabelle Ia. 








’ Alter ‘erwendete . Alter le ondete 
Name adie bane aed Resultat Name pre oe he wen Resultat 
K. G. 37. Streptococcus ra. 34  Pneumococeus 
hamolyticus R. St. 54 Bacillus 
F.G. 25 Derselbe x > Friedliinder 
M. St. 26 m x Rk. M. 23 Streptococcus 
I. a. 21 ‘ ae muvosus 
G. D. 20 ‘ x xX E. L. 28 Dasselbe 
Z. E. 21 a x H. G. 29 = Staphylococcus 
r. B. 53 - x x aureus 
i. 71 ie x X x M. K. 45 Derselbe 
W. A. 31 i < xX G. K. 55 a 
dD. K. 36 “3 KK > F. M. 39 . 
C.Z.K.| 51 ‘ CxKEE ED 32 ‘ 
yd 21 - K. J. 23 . 2 
D. O. 46 " x & H. M. 26 . x 
W. B. 23  Pneumococcus x Ei. H. 64 7 ee 
BZ. 29 . <x x E. R. 51 7 
t. FF. 60 ie Ke oe Fr. J. 42 ‘ 
L. B. 31 ‘s R. K. 24 ‘io 
M. K. 39 . : F. G. 25 | Bacillus Coli 
G. A. 36 ~ x & A. F. 65 “ * 
B. F. 57 s 1 i | ae A 26 . ‘ 
R. R. 16 " KxxE 2 Oe. 28 - 8 
K. A. 24 i, <x x] Sch. M.| 43 a 
Pr. Al. 15 é xxx] St. F. 61 ‘ js 
W. M. 39 “ CxXME Bae 42 = » 
L. A. 29 a x X > E. K. 68 ‘ * 
G. J. 36 n << 
Bei den Resultaten bedeutet ein = teilweise Agglutination, zwei 
stirkere, drei » < vollstandige Agglutination. 


Bei diesen seit 1 Jahr durchgefiihrten Untersuchungen hat sich 
die auffallende Tatsache ergeben, da die bei Normalseris bekannte 
Erscheinung einer Bakterienagglutination bis zur Verdiinnung von 1: 10 
bis 1: 20, bei Sepsisseris ganz oder fast ganz fehlte. 


Kin gleicher Gegensatz, wenn auch nicht in so grobem MaBe, hat 
sich auch bei den entsprechenden Harnen nachweisen lassen, wie nach- 
stehende Tabelle (Ila und IIb) zeigt. 
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Tabelle 1b. 





Name 


U. Sch. 


F. Sp. 


W. Aa. 
C.F. 


. St 


"4 
D. M. 


4M. 


Das 
die Bakterien sind diffus verteilt. 


d. h. 


Alter 


Jahre 


31 
29 
21 


38 


36 
22 
3Y 
56 
39 
31 


20 
23 
28 
31 
48 
58 


4 
40 
30 
37 
49 


47 
24 


Fieber 


oC 


38.9 
he ch 
fiebernd 
38,2 
39,5 
39,8 
42,2 

41 


39,4 
39.9 
40.4 


39.4 


38,7 
38.9 
40,2 
38,9 
39.5 
40.2 
38.8 
38,7 
39,4 
39,8 
39,5 


40,2 
39.4 
40,8 35,6 
38,9 
39,4 
39.6 


38,7 
38,2 
39 

38,7 
39,6 
39,6 
40,2 
38,4 
49,2 
40,8 
38,7 
39,6 


38.6 
hoch 
fiebernd 


Diagnose 
Abortus febrilis 
Abortus Sepsis 
Sepsis chronica 


Angina septica. 


Pyamie, Lymphangitis, 
Brachii dextr. 


Abortus incompl. septicus 


Bauchwandphlegmone 
Phlegmone lymphang. 
Bakteriamie 


Parametritis puerper. Peri- 


tonitis 
Endocarditis septica 
Osteomyelitis 


Abortus invompl. septic 


Dasselbe 
” 

Sepsis chronica 
Absc. hepat. Sepsis 
Endocarditis septica 
Sepsis post abortum 
Sepsis, Kadocarditis. 

artritis 


Phlegm. bracchii, Pyamie 


Erysipel. faciei 
Sepsis puerperalis 
Abse. hepat. Pyamie 
Cholecystitis septica 
Phlegmone bracchii, 
Pyamie 

Osteomyelitis 
Erysipel. faciei 

” Bal 


bad ” 


»  antibrachii 
» brachii 
»  faviei 
»  ecruris 
Appendicitis, Pyamie 
Metapneum. Empyem, 
Pyamie 


Pyamie nach Kieferphleg. 


Sepsis puerperalis 


Polyarthr 
Abortus febrilis incompl. 
Augina sept. Endocarditis 


Poly- 


Verwendete 


Resultat 
Bakterienart sul 


Strept hamol. 


Staph. aureus 


” 


Strept. hamol. 
” 


s - 


Strept. erysip. 


Pneumococcus 


Bact. Coli 


” 


Strept. hamol. 


Zeichen bei den Resultaten bedeutet Fehlen der Agglutination, 
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Tabelle Ila. 





Alter Verwendete Alter Verwendete 


» at Fe > > g 
Bakterienart Resultat Name Bakterienart Resultat 


Name 
Jahre 


Rk. K. 25 Streptococcus) xX X be 55 Staph. aureus xX X 
hamolyticus 
a y Derselbe 
H. F 36 a 
M. H. - 
kK. M. 
H. 
Z. 
Ww 
i ¢ 
5. dé. 
H. M. 
K. H. 
Sch. M. 
St. Ff. ” ” 
K. Is. 4 Kx , : Staph. albus 
P. #. 53 "a . W. 34 ‘ i 
Ki. K. | 64 cx N. 8. 29 is ” 
M. L. 41 x x . BK. 22 _ _ 
B. F. 57 < > - 4 54 | Bazillus Coli 
Kk. M. 51 x > A. F. 65 
L. A. 29 i x rE. 26 
Gr. 36 ~ xX BB 39 
et 34 x & — 4 21 
E. 17 x x »- a 48 
; 36 | Strept. muc. x > M. F. 31 ‘ x >» 
42 Dasselbe , 34 P ~ xX > 
39 | Staph. aureus ce A. Ww. 24 | Pneumococcus 
60 x > > 68 


” 





So auffallend dieser Gegensatz war, erschien nicht weniger auf- 
fallend, daB der epochalen Entdeckung Grubers nicht schon solche 
Untersuchungen gefolgt sind. Duafiir, daB dies nicht geschehen ist, 
muB8 man wohl als Grund annehmen, daB Pfeiffer! gegen die anti- 
bakterielle Wirkung der Agglutinine einwendete, daB diese im Tier- 
kérper nicht nachweisbar seien und daB nach Entfernung der Agglu- 
tinine aus dem Serum noch Bakteriolysine nachweisbar seien. Die 
Agglutination sei eine Art Leichenerscheinung der Bakterien, die nur 
in der Eprouvette feststellbar sei. Gegen diese Ansicht konnte sich 
auch der Nachweis Trumpps*, daB die Agglutination als Vorbedingung 
fiir die Bakteriolyse aufzufassen sei, nicht zu allgemeiner Anerkennung 
durchsetzen. 


Zeitschr. f. Hyg. 19, 1895. 
Arch. f. Hyg. 38, 1898. 


1 
2 
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Tabelle Ib. 


3Y 





Alter 


Name Jahre 


E. H. 45 


A. P. 30 
K. B 41 
K. E. 48 
A.B 53 
K. S 40 
| ae 30 
M. I 34 
Th. L. 27 
H. K 38 
Oc. M 31 
E. G. 18 
K. L 32 
Sch. A. 30 
Str. A. 34 
8. J 22 
A. F. 32 
SS IS 
P. T. 54 
S. B. 31 
NV. M 54 
D. M. 31 
St. K. 20) 
K. A 49 
G. 1. 22 
S. K 47 
rE. 36 
H. A. 36 
K. A 99 
K. St. 39 
Hu. Ad. ) 
Fr. T. 43 
St. O. 49 
ae? 39 
W. I 18 
i: .£. 36 
K. G. 44 
St. E. 46 
W. A 71 
K. A 31 
A.W 24 


Tem- 


peratur 


39,5 
40,2 
39,8 
39.5 
39,6 
40,2 
40.8 
38.9 


38,9 
39,7 
38,7 
39.8 
39,2 
39.7 
39 

38.8 
37,8 
39.8 
39,8 
38,7 
38,7 
39.4 
38,7 
39.6 
38,2 
39.4 
38,7 
49,2 
39.4 
40.5 
38.9 
39,7 


40,4 
39,4 
38,2 
38,7 
39,8 
38,6 
39,9 


39.4 
88.5 


Diagnose 


Sepsis chronica 
Abort incompl. 
Sepsis puerp. 
Erysip. faciei 


Erysip. crur. sinis 
Sepsis infilt. lob. sup. pulmon. 
sinistr. 
Erysip. bracchii 
e: cruris sinistr. 
7 cut. abdominis 
faciei 
2 » in Rekonval. 
Abortus, Sepsis 
Sepsis chronica 
Abse. hepat. Sepsis 
Endocard. septica 
Phlegm. brachii, Pyamie 
Osteomyelitis 
Metapneum. Empyem 
Sepsis, Pyamie 


Appendic., Status febrilis 

Phlegmone bracchii 

Erysip. faciei 

Seps. puerp. 

Abse. hepat. Pyamie 

Phlegm. lymphang. Bak- 
teriamie 

Cholangitis sept. 

Cholecystitis, Pyamie 

Erysip. faciei 

Appendic., Stat. febril. 

Septicamia chronica 

Kieferphlegm., Pyamie 

Sepsis nach Bauchwand- 
phlegm. 

Pyamie 

Sepsis, Pneumonia 


Verwendete 


Resultat 
Bakterienart esulta 


Staph. aureus 
Strept. hamol 


» E€rysip. 
Strept. hamol. 


Staph. aureus 


- 


Strept. hamol. 


Pneumococcus - 


Bei dieser Sachlage schien es uns doch berechtigt, die Bedeutung 
der Agglutination fiir die Infektion naher zu studieren. Auch wir 
konnten feststellen, daB agglutinierte Bakterien in ihrer Fortpflanzungs- 


fahigkeit nicht nennenswert geschadigt sind. 


Ganz anders waren 


unsere Resultate, als wir Aufschwemmungen von Bakterien einerseits 
in Normalseris agglutiniert, andererseits in Sepsisseris diffus verteilt, 
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Mausen injizierten und Kontrollmausen die gleichen Mengen Bakterien 
ohne Serum einverleibten. Wie die nachfolgende Tabelle III zeigt, gingen 
in elf Versuchsreihen zu drei Tieren sowohl die Kontrolltiere, wie die 
mit Sepsisserum und Bakterien injizierten Tiere in 24 bis 72 Stunden 
zugrunde, wahrend von den mit in Normalserum agglutinierten Bakterien 
injizierten elf Tieren acht am Leben blieben und drei erst nach 12 bis 
16 Tagen verendeten. Die Resultate dieser Versuchsreihe sind aus der 


Tabelle IIT zu ersehen. 
Tabelle Ill. 





Maus mit 
Art der verwendeten 


Jakterien Kontrollmaus Normalserum Sepsisserum 


und Bakterien und Bakterien 


Tot nach 36 Std. Lebt lot nach 48 Std. 
Pneumococcus im ; “a ae ee “ ‘ a 
48, ‘ = » £0 

" . , " 7 » 
Bacillus Friedlandei e " " 16 ” ” ” ” 24 

= _ ‘ 5 ae’. e ” - 48 
Streptococcus mucosus ‘ i n - ~ 

48 


= hamolyticus 36, Totnach14Tagen . , 36 , 
Pneumoeoceus ae - 


Bacillus Friedlander = ly ss i . 


Streptococcus mucosus 


Mit Riicksicht auf die Verwendung zu therapeutischen Zwecken 
haben wir daraufhin versucht, Agglutinine zu isolieren und zu kon- 
zentrieren. Wir haben aus Serum das Agglutinin nicht nur — wie 
bekannt — mit den Globulinen fallen kénnen, sondern auch durch 
Fallung mit der in kohlensaurem Natron léslichen Unterfraktion der 
Globuline isolieren kénnen', haben aber naturgemaB die Konzentration 
der Agglutinine aus dem Harn Normaler vorgezogen. 

Wir haben aus Normalharn mittels des von Waldschmidt- Leitz 
ausgearbeiteten Adsorptions- und Elutionsverfahrens das Normal- 
agglutinin weitgehend (schlieBlich bis zu 1: 30000) konzentrieren 
kénnen und dann versucht, Mause erst einige Zeit nach der Infektion, 
mit Agglutinin zu behandeln. 

Die physikalischen und biologischen Eigenschaften der Agglutinine 
sowie ihre Verteilung im Serum wurden in zahlreichen Arbeiten 
studiert. Wir verweisen auf Kapsenberg und Rispins*, Achard und 
Bensaude®, Lustig und Katz*, deren Arbeiten sich mit der Ver- 
teilung der Agglutinine im Serum befassen. Mit den biologischen und 


' Lustig-Katz, diese Zeitschr. 231, 39, 1931. 
2 Zeitschr. f. Immun. Forsch. 12, 227, 1927. 
§ C.r. Ac. Se. 28, TX, 1896. 

4 Diese Zeitschr. 281, 139, 1931. 
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physikalischen Eigenschaften der Agglutinine beschaftigen sich Orcutt 
und Howe'!, Landsteiner®, Schiff und Rosky*, Rodet* und Scheller und 
Eisenberg®. 

Es wurden Mause mit Aufschwemmungen von pathogenen Bakterien 
injiziert und zum Teil nach 2, zum Teil nach 10, zum Teil nach 
20 Stunden mit Normalagglutinin von verschiedener Starke nach- 
geimpft. Wahrend in den ersten Versuchen, bei denen noch mit relatiy 
schwachen Agglutininlésungen gearbeitet wurde, nur die mit geringen 


Tabelle IV. 





Schiitzende 
Substanz Maus injiziert nach 
Verwendete 


Bakterien 0,.2e¢em Kontrollmaus 


Normal- > Std 10 Sta 0 Std 
agglutinin <* - 

Pneumococcus : SO Tot n.24Std.  Lebt Lebt n. 6 Tagen 

" n.24 , . a n.4 
Bacterium Friedlander : , wie n. 3 
Pneumococcus aug gL 25 . nls Lebt 
Streptococcus bamol. .4 = ae ¥ = * 

ne ss : n.36 . P a 
Bacterium Friedldnder :{ «a. & i Tot n. 4 Tagen 
Pneumococeus . .. . 245 = ee is = . n. 48 Std. 

ss Tot nach , n.3 Tagen 


14 Tagen 
Tabelle V. 





Das Tier wurde injiziert 
Verwendete : 
Bakterien P mit Normal- 

nach Std agglutinin 


Resultat 


Tot nach 30 Std. 


Kontrollmaus . . Strept. hamol. - 
Lebt 


Versuchstier . - ” 20, 30, 40 : 3000 
20, 25, 30, 40 : 83000 : 
20, 30, 36 2 590 a 
20, 24, 30, 36 : 500 
20, 24, 30, 36 : 509 
20, 30, 40 : 3000 = 
20, 30, 40 : 8000 a 
“ , a. ¥ 20, 30, 40, 50 - 3900 “ 
Kontrollmaus Pneumococcus Tot nach 21 Std. 
Versuchstier - 15, 20 : 3000 Lebt 
10, 20 : 509 * 
10, 20 : 590 
10, 20 : 83000 
10, 20, 30 : 3090 
20, 30, 40 : 3000 


“ 


J. of exper. med. 36, 291, 1922. 

> Zentralbl. f. Bakt. 39, 512, 1905. 
Zit. nach Kolle-Wassermann, Handb. d. pathol. Mikroorgan. 2, 1030. 
Zit. nach Dieselben, ebendaselbst 2, 1029. 

5 Zentralbl. f. Bakt. 36, 427, 1904; 54, 150, 1910. 
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Bakterienmengen infizierten Mause am Leben blieben und ein ‘Teil 
der mit gr6éBeren Mengen infizierten, wenn auch spater als das Kontroll- 
tier, aber doch der Infektion erlag, zeigten die spateren Versuche, daB 
bei Infektionen, die das Kontrolltier in 24 bis 48 Stunden téteten, die 
2 Stunden nach der Infektion mit konzentrierten Agglutininlésungen 
nachgeimpften Tiere in allen Fallen am Leben blieben. 

Bei Injektion 10 Stunden nach Infektion blieben acht Tiere von 
neun am Leben. Von den erst nach 20 Stunden injizierten blieben 
drei Tiere unter neun am Leben. 

Bei mehrfacher Injektion konnten alle Versuchstiere erhalten 
bleiben, auch wenn die erste Injektion wenige Stunden vor dem Tode 
des Kontrolltieres erfolgte. 

Die Resultate dieser Versuche sind in den Tabellen IV und V zu 
finden. 

Es hat sich demnach durch Versuche an Mausen feststellen lassen, 
daB kiinstlich gesetzte septische Infektionen durch reichliche Injektion 
von Agglutinin giinstig zu beeinflussen sind. Es ist damit naturgemaB 
kein Beweis gegeben, daB im Agglutinin bzw. in dessen Fehlen in Serum 
und Harn ein dispositioneller Faktor fiir oder gegen Sepsis zu sehen 


Tabelle Vila. 





Name aa Erkrankung Resultat Ausgang der Erkrankung 
K. A. 56 Abse. femor. post Injec- positiv Heilung in 8 Tagen 
tionem 
o. &: 69 Nahteiterung “ - a 
Ei. Eng. 62 Furunculosis a Rasche Heilung 
A. E. 29 Thrombophlebitis s - a 
H. An.: 32 Panaritium a = se 
GT. 58 i“ osseum a 
(Trauma) 
B. E. 38 Panaritium articul. . ” - 
FR 22 fs subcutan. * ‘ . 
St. E. 29 “ a ‘ x 
+. M. 36 ‘ P a ‘ ie 
R. D. 36 i a “ ‘ < 
A. G. 22 E a e s ; 
O.B 29 * articul. = Fe " 
A. F 27 . . ‘i ‘ 
B.A 17 Phlegmone pedis ei 7 
K. An. 56 a colli B . a 
dD. O. 39 - manus ‘. = ° 
P. M. 27 a pedis - . " 
B. M. 22 ” antibracchii ‘i ‘ 
L. E. 37 . manus . - 
St. E 52 Angina Polyartritis 2 x e 
F. R. 19 Periproctitis a 7 . 


K. S. 36 Furunculosis n x - 
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Tabelle VIb. 





Alter 

Name Se Erkrankung Resultat Ausgang der Erkrankung 
E. H. 45 Abortus artef. febr. negatiy Chronische Sepsis 
A. B 30 - incompl. . Tot 
K. B. 41 ‘ m e Langdauernde Krankheit 
K.S 40 Erysip. faciei . Tot 

W.. J. 18 ‘ ™ . - 
Oe. M 31 ” cutis abdom. - * 
C.F. 28 Abortus incompl. febr. . 3 Monate krank 
P.. 7. 54 Cholecystitis m Tot an Leberabszessen 
H. A 36 Phlegmone bracchii ‘ Pyamie; tot 
H. Ad. 50 Pyaimie, Abse. hepat. ‘ Tot 
K. 8. 39 Cholecystitis, Pyamie s 6 Monate krank 
D. M. 31 Phlegmone bracchii . 4 Monate krank 
St. E. 46 Periostitis ‘ Kieferphlegmone, Pyamie 


nach 6 Monaten; Aus- 
gang: in Heilung Seque- 
stration der halben Man- 
dibula 


ist. Der Gegensatz zwischen Normal- und Sepsisseris kénnte einfach 
darauf beruhen, daB die Bakterien das Agglutinin im Organismus zer- 
stéren, und nur die Tatigkeit der Bakterien kénnte die Ursache dieses 
Gegensatzes sein. 

Wir haben nun in zahlreichen Infektionsfillen (Phlegmonen, 
Anginen, Infekten nach Verletzungen) schon im Beginn der Erkrankung 
den Harn auf seinen Agglutiningehalt untersucht, um festzustellen, 
in welchem Zusammenhang die Prognose bzw. der Verlauf der Er- 
krankung zum Agglutininvorrat des Organismus steht. Unsere dies- 
beziiglichen Resultate finden sich in den Tabellen Vila und VIb. 

Es zeigt sich in diesen Versuchen, da der Nachweis von normalem 
Agglutininvermégen direkt prognostisch giinstig zu verwerten ist. 
Man darf also, mag immerhin das Verschwinden der Agglutinine eine 
Folge der Infektion sein, im Vorhandensein eines gewissen Vorrats 
der Agglutinine oder deren Nachlieferung von seiten des Organismus 
einen gegen die Bésartigkeit der Infektion wirksamen Faktor sehen. 

Auf Grund dieser Beobachtungen sind wir schlieBlich daran- 
gegangen, auch bei verzweifelten Sepsisfallen des Menschen die Dar- 
reichung ven Agglutinin zu versuchen. Mit Riicksicht darauf, dab 
Entscheidungen iiber therapeutische Wirksamkeit bei Sepsis nur nach 
langen Beobachtungen an einem groBen Material gefallt werden kénnen 
und dem biochemischen Interesse etwas fern liegen, werden wir dariiber 


an anderer Stelle berichten. 











Untersuchungen iiber Diastasegehalt und -aktivierung im Urin 
von Krebskranken und anderen Erkrankungen. 


Von 
Ernst Frinkel, Paul Geréb und Ruth Simke. 


‘Aus dem Laboratorium fiir Virusforschung des Instituts fiir Krebsforsehung 
an der Charité Berlin.) 


(Eingegangen am 5. Dezember 1951.) 


I. Diastasewirkung des Urins von Krebskranken und anderen 
Erkrankungen. 

Die Untersuchungen von Neuberg (1) und seiner Schule tiber die Ga- 
rung, die von Warburg (2) und seinen Mitarbeitern tiber die Atmung und 
Garung des normalen und des Geschwulstgewebes, sowie die Arbeiten von 
Waterman (3) iiber glykolyseférdernde Fahigkeiten von Tumorextrakten 
und die von v. Euler und M yrbdck (4) iiber Aktivatoren und Hemmungs- 
kérper im Geschwulstgewebe und seiner Umgebung deuten auf Be- 
sonderheiten des Kohlenhydratabbaues im Geschwulststoffwechsel hin. 
Die bisherigen Untersuchungen haben sich vor allem mit dem ver- 
anderten Zuckerspaltungsvermégen durch das Geschwulstgewebe und 
seine Umgebung beschaftigt. In den vorliegenden Versuchen haben 
wir begonnen, eine Analyse der Fermenteigenschaften von Koérper- 
siften fern vom Geschwulstgewebe anzustellen, und es uns als Aufgabe 
gestellt, nach Veranderungen im Fermentmechanismus des Kohlen- 
hydratstoffwechsels beim Krebskranken abseits vom Krebsgewebe zu 
suchen. Zunachst haben wir unsere Arbeit auf die Veranderungen 
des Harns beschrankt. 

Der Diastasegehalt des Urins unter physiologischen und pathologi- 
schen Bedingungen ist beim Menschen wiederholt untersucht worden 
[siehe Oppenheimer, Schmitz (10) usw.]. Ein Teil der Untersuchungen 
ist aus technischen Griinden heute nicht mehr als zuverlassig anzusehen. 
Neuere Untersuchungen, bei denen die physikalisch-chemischen Be- 
dingungen der Reaktion ausreichend beachtet werden, ergaben wider- 
sprechende Resultate. Eine GesetzmaBigkeit im Diastasegehalt des 
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Urins war fiir Tumorkranke nicht festzustellen. Daf auch die quanti- 
tativen Bestimmungen kein besseres Resultat ergaben, geht aus den 
Veroffentlichungen von Tinozzi (5) hervor. Indes ist bei diesen lediglich 
eine Variation der Diastasemenge gepriift worden. Deshalb haben 
wir das Verhalten der Diastase im Urin von Geschwulstkranken unte! 
Variation der sonstigen Bedingungen, z. B. pg, Yersuchsdauer, Versuche 
mit Adsorbentien und Auswaschung daraus in einer Reihe von Fallen 
gepruft. 
Versuchsanordnung. 

Die Bestin.mung der Diastase geschah mit der Wohlgemuthschen 
Methode. 2 cem eines mit 1° jig. NaCl-Lésung verdiinnten Urins wurden 
mit der doppelten Menge 2°,ig. Starkelésung und einem Phosphat puffer 
gemisch von px 6 versetzt und mit Toluol iiberschichtet. Nach 24stiindigem 
Aufenthalt bei 36°C wurde als Indikator n/10 Jodlésung hinzugefiigt. 

1. Der Urin wurde méglichst frisch verwendet. Wir benutzten niichtern 
entleerten Morgenurin, weil dieser einen von der Nahrungsaufnahme 
mOoglichst unabhangigen konstanten Diastasegehalt erwarten lieB., nach 
Filtration. Bei Aufbewahrung wurde der Urin mit Toluol geschiittelt und 
iiberschichtet und im Eisschrank gehalten. Urin, der alter als 36 bis 
48 Stunden war, fand keine Verwendung. 

2. Die Pufferlésung wurde durch Mischen von m/15 primaren Kalin 
und m/15 sekundéren Natriumphosphat nach Sdrensen hergestellt. 

3. Als Starke wurde .,Amylum solub.** Kahlbawm verwendet. 22g 
davon wurden mit 20cem Aqua dest. verriihrt, dazu 80cem siedendes 
destilliertes Wasser hinzugefiigt und auf 100°C erhitzt. 

4. Die n/10 Jod-Kalilésung wurde immer frisch hergestellt. 

Die Bestimmung der Diastasewerte geschah nach den Angaben von 
Wohlgemuth. 


Zu den Versuchen fanden 50 Urine Verwendung, bei denen es 
sich 30mal um klinisch und histologisch festgestellte Fille von bés- 
artiger Geschwulst verschiedener Art und Lokalisation handelte, 
12mal um andere Erkrankungen und 8mal um gesunde Kontrollfille. 
In der folgenden Tabelle ist ein Vergleich des Diastasegehalts bei den 
Geschwulstkranken und den anderen Fallen wiedergegeben (‘Tabelle I). 


Tabelle I. 





Anzahl Diastasegehalt im Urin 
der Fille |. Material stammt von 
normal normal normal 
30 Geschwulst-Kranken 8 18 
Gesunden 1 6 


8 
12 anderen Krkrankungen 5 5 


Es ergibt sich daraus, daB bei Geschwulstkranken etwa ebenso 


haufig wie bei den anderen Erkrankungen Schwankungen des Diastase- 


gehalts im Urin zu beobachten waren. 
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Wir suchten nun die Fragen zu beantworten, ob sich ein Unter- 
schied in der Diastasewirkung des Urins von Geschwulstfillen und 
anderen Kranken bei wechselndem py nachweisen lieB, und haben in 
40 Fallen, darunter 20 Tumorkranke, 8 Normale und 12 andere Er- 
krankungen, die py-Werte variiert. Wir benutzten zur Herstellung 
der verschiedenen py-Werte Pufferlésung aus Citrat-salzsiure, Borat- 
salzsiure und Phosphaten und stellten auf ein py von 4 bis 8,5 ein. 


Tabelle LI. 





Erklarung der Zeichen: keine Spaltung; + schwache Spaltung; 
starkere Spaltung; + + + vollstandige Spaltung der Starke. 
Bel py 
40 4.5 5.0 5.5 6.0 7.0 7.5 8.0 8.5 
Von 20 Ca-Fallen 16 - jf+4++4+-+++4++ 4+ + — 
waren 4)—/) + ++) +¢4+ ¢44+/)4+44+4- +i + 
8 normale 1 + tibet tt+4+14+4+- 
Valle 7 + b+) ++ $44) 444/444) +4 
2 re 
12 andere 12 || - ‘at oe heel“ al oe. 


Erkrankungen 


Wenn die Zeit beobachtet wurde, in der Spaltungen auftraten, 
so ergab sich, daB die verschiedenen Spaltprodukte nicht nacheinander 
auftraten, sondern aus dem verschiedenen Farbton gleichzeitig zu 
beobachten waren. Deshalb wurde der Endpunkt der Spaltung, die 
Erreichung der Farblosigkeit durch Uberwiegen von Achrodextrin- 
bildung, als Endpunkt der Reaktion notiert. Die wechselnden Farb- 
ténungen von der Blaufarbung der Jodstarke tiber die verschiedenen 
Farbténe (violett, kirschrot, hellrot, rétlichgelb und gelb) treten in 
diesem Stadium nicht mehr hervor. 

Unter 20 Geschwulstfallen war nun in 9 Fillen ein beschleunigter 
Reaktionsverlauf zu beobachten, ohne daB sich eine Vermehrung des 
Diastasegehalts nachweisen lieB. Diese Beschleunigung fanden wir 
bei den 20 Kontrollfallen nur dreimal. 


Tabelle III. 





Anzahl der Fille 6 bis 12 Std. 12 bis 24 Std. 24 bis 36 Std. 
p RS | 9 8 3 
8 normale Falle ...... 1 5 2 
12 andere Erkrankungen 2 9 1 
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Tabelle IV. 


Diastasegehalt (aus Tabelle III, 6 bis 12 Std.). 





Erhihte Diastasegehalt 


Amylasewirksamnkeit 
vermehrit normal vermindert 


PaO Ses. we! aS 6 2 
1 normaier Fall 
2 andere Erkrankungen . 


Ks wurde weiterhin das Verhalten der Urindiastase gegeniiber ver 
schiedenen Adsorptions- und Elutionsmitteln untersucht. Als Adsorbentien 
verwendeten wir Kieselgur, Kaolin, Carbo medizinalis Merck, sowie 
Aluminiumhydroxyd C, das wir nach Wéillstdtter und Kruut (6) herstellten. 
Der Urin wurde mit den Adsorbentien in bestimmtem Mengenverhaltnis 
gemischt, Aluminiumhydroxyd 10,0 zu 20,0 cem Urin, von den iibrigen 
lg auf 20cem. Der filtrierte Urin (px 5 bis 7) wurde mit dem Adsorbens 
30 Minuten geschiittelt, dann abzentrifugiert und dekandiert. Das Sediment 
wurde zweimal mit Aqua dest. gewaschen, zur Elution verwendeten wir 
1. ein Phosphatgemisch von m/15 primarer und sekundarer Phosphat- 
lésung und 2. n/100 Ammoniaklésung in der Menge des verwendeten Urins. 
Vor der Adsorption an Aluminiumhydroxyd wurde der Urin nach Will- 
stdtter mit Kaolin voradsorbiert und aus 50°, Alkohol durch Tonerde 
aufgenommen. 

Die Diastase erwies sich bei dieser Methode und ebenso bei der 
Adsorption mit Kaolin als gut adsorbierbar. Die schwachste amylo- 
lytische Witkung erhielten wir nach Adsorption an Kieselgur. Ein 
Unterschied zwischen dem Urin von Geschwulstkranken und anderen 
Fallen war dabei nicht festzustellen. DaB die Diastase von negativ 
und positiv geladenen Adsorbentien aufgenommen wurde, spricht 
fir ihren amphoteren Charakter. Die Elution aus der amphoter ge- 
ladenen Tierkohle gelang bei uns nicht. Adsorptionsversuche wurden 
in 47 Fallen angesteilt, davon 23mal bei Geschwulstkranken, 19mal 
bei anderen Erkrankungen und fiinfmal bei Gesunden. 


Tabelle V. 





Anzahl Andere Anzahl 
der gel. Erkran- der gel 
Elution kungen Elution 


Anzahl 
der gel. 
Elution 


Ge- 


Geschwulst- 
i sund 


Adsorbens 
fille 


ror 23 20 5 19 17 
SRE ae 23 6 f 2 19 10 
Tierkohle ..... 23 0 i 0 19 0 
Aluminiumhydroxyd 23 20 4 19 20 


Die Diastase wurde nach Verdiinnung und Einstellung des py 
bestimmt. 


Aus den mitgeteilten Versuchen ersehen wir, daB auch bei der 
qualitativen Analyse der Wirkungen der Urindiastase bei Geschwulst- 
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kranken und anderen Fallen ein charakteristischer Unterschied nicht 
deutlich hervortrat. Fiir die Richtung unserer weiteren Versuche aber 
fanden wir einen Fingerzeig in der Beobachtung, daB bei einer gewissen 
Anzahl von Geschwulstfallen ohne erhédhten Diastasegehalt eine be- 
schleunigte Wirkung festzustellen war. Wir machten es uns deshalb 
zur Aufgabe, dieser Beobachtung nachzugehen, ihre Richtigkeit mit 
verfeinerter Methode an einem gréBeren Material zu priifen und die 
Ursache dafiir aufzuklaren. 


Il. Aktivatoren des Urins fiir die pflanzliche Diastase. 


Es war von vornherein nicht unwahrscheinlich, daB bei der Reak- 
tionsbeschleunigung des Starkeabbaues ein Aktivator aus dem Urin 
beteiligt sein kénnte. Doch waren die Unterschiede im direkten Diastase- 
versuch bei Ablesung nach langerer Zeit nicht deutlich genug, als daB 
man einen sicheren SchluB hatte ziehen kénnen. Deswegen priiften 
wir in den weiteren Versuchen, ob der Zusatz von Urin zu einem ein- 
gestellten Starkediastasesystem diese Erscheinung deutlicher hervor- 
treten lieB. 

Fiir den Versuch wurden folgende Lésungen verwendet : 

l. 2g Starke wurden mit 20cem Aqua dest. verriihrt, zu 980 ccm 
kochendem destillierten Wasser hinzugefiigt und dann 1 bis 2 Minuten 
gekocht. 

2. Als Diastase verwendeten wir Malzamylase der Firma Schering- 
Kahlbaum, die uns von der Firma zu Versuchszwecken zur Verfiigung 
gestellt wurde. 0,1 g Diastasepulver wurde mit 100 cem Aqua dest. auf- 
genommen, gleichmaBig gelést und nach 10 Minuten filtriert. Die amylo- 
lytische Fahigkeit der L6sung wurde dadurch nicht beeinfluBt (Sabalitschka 
und Schulze) und war auch in der Verdiinnung |: 10000 noch deutlich 
nachweisbar. 

3: Der Urin wird morgens niichtern entleert und nach Filtration 
verwendet. 

Zunachst versuchten wir das Optimum der Zeit bei bestimmter 
Verdiinnung und bestimmtem px zu ermitteln. Wir verwendeten zur 
Ablesung den Moment, in dem eine durch Jodzusatz deutlich erkennbare 
Starkeverfliissigung bzw. Erythrodextrinreaktion auftrat. Dabei hangt 
der Grad der Rotfarbung von der Menge des gebildeten Erythrodextrins 
ab. Der weitere Abbau der Starke iiber Farbténe von braunlichgelb 
und hellgelb bis zur Farblosigkeit dauert mehrere Stunden. Wir er- 
mittelten nun, daB kurze Zeit nach dem Einleiten der Diastasewirkung 
auf die Starke durch Jodzusatz noch keine auf Starkelésung zuriick- 
zufiihrende Veranderungen nachweisbar sind, daB aber bei Zusatz 
von Urin bereits nach 10 Minuten Brutschrankaufenthalt bei 36° eine 
Erythrodextrinreaktion in gewissen Fallen auftritt. 
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Auch die Feststellung der optimalen Diastasemenge vor dem 
Ansetzen des Versuchs erwies sich als notwendig. Wir ermittelten die 
in der Tabelle VI festgelegten Diastasewerte, die aber gewissen Schwan- 
kungen unterworfen sind, als Grenze einer Diastasewirksamkeit nach 
10 Minuten ohne Urinzusatz. Diese Grenze von 0,3 bis 0,1 cem Diastase 
gab uns die oben erwahnte, an sich unwirksame Diastasemenge fiir 
den Versuch. Wurde nun zu dieser Dosis im System Urin hinzugesetzt, 
so erwies sich, daB der Urin von Geschwulstkranken haufig eine be- 
schleunigte Reaktion der Diastasewirkung auf die Starke verursachte. 

Da diese Beschleunigung der Fermentwirkung durch den Urin- 
zusatz sich von der Wasserstoffionenkonzentration als abhangig 
erwies, setzten wir noch weitere Versuchsreihen mit wechselndem py 
an, deren Ergebnis in der Tabelle VII wiedergegeben ist. 


Tabelle VJ. 


Untersuchung der optimalen Diastasemenge (1: 1000). 





2°, Starke | 0,6 0.5 0,4 0,3 0,2 0.1 0.09 0,07 | 0.05 0,93 | 9,02 
2eem. . . | rot violett’ blau blau | blau | blau blau | blau | blau  blau | blau 
violett 
Tabelle VII. 


Untersuchung des optimalen py (10 Minuten bei 36°). 





Starke. . . 30354046590 52 56 > 60 62 66 7,075 80 
+ Diastase 
+ Tumorurin — 


Ks zeigte sich also, daB die Férderung der amylolytischen Wirksam- 
keit durch Urin am starksten zwischen py 5,2 und 6,2 hervortrat, 
und daB sie bei py-Werten unter 4,5 und iiber 7,0 verschwand. 

Wir haben mit dieser Methode bisher 363 Urine von verschiedenen 
Kranken untersucht, darunter 169 Falle von malignen Geschwiilsten 
und 194 Kontrollfaille von anderen Erkrankungen und Gesunden. 
Unter den 169 Tumorurinen fanden wir 111 mal (65,6°%) eine diastase- 
fordernde Wirkung des Urins, unter den 194 Kontrollfallen 40 mal (20,6°,). 

Es stellte sich aber heraus, daB von 90 unbehandelten Fallen von 
bésartiger Geschwulst, deren Urin untersucht wurde, 69 den Aktivator 
fiir die Diastase enthielten, von 80 operativ und radiologisch behandelten 
Fallen dagegen nur 43. Auch bei den Kontrollfallen zeigten gewisse 
Gruppen, besonders ganz hohes Alter, auch einige Falle von Lues den 
Aktivator. 

Man mu also annehmen, daB es sich um eine Foérderung der 
Diastasewirkung durch den Urin handelt, die eine biologische Be- 
sonderheit zum Ausdruck bringt, welche bei unbehandelten Fallen 
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von bosartiger Geschwulst haufiger in Erscheinung tritt als sonst. 
Wir miissen demnach aus unseren Versuchen den SchluB ziehen, dab 
bei Fdllen von unbehandelten malignen Tumoren eine besondere diastase- 
aktivierende Eigenschaft des Urins hdufig vorhanden ist. 


Ill. Eigenschaften des Aktivators. 

Diese Beobachtung einer aktivierenden Fahigkeit des Urins fiir die 
Starkediastase bedurfte einer genaueren Analyse. Auch die Urine, 
welche keine Erythrodextrinreaktion gaben, zeigen haufig gewisse 
Farbnuancen durch die Eigenfarbe des Urins und des Jods. In anderen 
Fallen wieder ist wegen der fehlenden Spaltung bei Jodzusatz eine 
Blaufarbung der Systemkontrolle durch Jod-Starkereaktion zu beob- 
achten. Dies tritt bei zuckerhaltigen Urinen haufiger auf und ist viel- 
leicht auf die von v. Euler (7) nachgewiesenen, im normalen und patho- 
logischen Urin vorhandenen Hemmungskérper zuriickzufiihren. Die 
Entfarbung eines Jod-Starke-Urinsystems ist nach Wohlgemuth die 
Folge einer die Jod-Starkebindung stérenden Wirkung des Urins. Da 
nun bei den Geschwulsturinen so haufig eine starke Erythrodextrin- 
bildung zu beobachten ist, so kommt diesen eine stérende Wirkung 
wahrscheinlich in geringerem MaBe zu als dem Urin von anderen Fallen. 
War durch Abbau der Starke nur eine schwache Menge von Erythro- 


dextrin gebildet, wie dies meist bei Kontrollfallen zu beobachten war, 
so wurde eine anfainglich bei Jodzusatz auftretende schwache Rot- 
farbung nach 10 Minuten Aufenthalt bei 36° rasch durch weiteren Zusatz 
von Jod (0,8 bis 1,25 ccm n/100 Jodlésung) wieder zerst6rt und ver- 
schwand. 


Von einer diastaseférdernden Fahigkeit der Normalurine berichtet 
schon Koga (8), nachdem Wohlgemuth (9) gezeigt hatte, da Blutserum 
und Organsifte eine aktivierende Wirkung auf Speichel und Pankreas- 
diastase ausiiben. Diese aktivierende Wirkung fand Koga auch im Urin. 
Nach seiner Ansicht ist sie auf denselben Stoff zuriickzufiihren, den W ohil- 
gemuth in den Organsaften nachgewiesen hat. Seine Wirkung hangt stark 
von der Reaktion des Urins ab. Saurer Urin aktiviert schwach, gewinnt 
aber nach Neutralisierung eine starkere aktivierende Fahigkeit. Der 
Aktivator ist weder an Kaolin noch an Aluminiumhydroxyd zu adsorbieren, 
er ist nur schwach dialysierbar und kochbestindig. Nach Nishimura (11) 
enthalt die Malzamylase selbst einen Aktivator. der die Starkeverfliissigung 
und -spaltung férdert, bei px 3 inaktiviert und bei px 7,4 aktiviert. Im 
Gegensatz zur Amylase ist der Aktivator bei 70° noch bestandig. 


Wir haben nun den mit unserer Methode nachgewiesenen akti- 
vierenden Stoff des Urins in verschiedenen Richtungen untersucht, 
um festzustellen, ob es sich um einen Aktivator besonderer Art handelt. 
Wir untersuchten zunichst den EinfluB8 der Temperatur auf den 
Aktivator. Dabei zeigte es sich, daB Erwarmen auf 37° 10 Minuten 
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ihn unbeeinfluBt lieB, wahrend eine héhere Temperatur iiber 45° die 
aktivierende Eigenschaft aufhkcb. Der Aktivator war also bei uns im 
Gegensatz zu dem von Wohklgemuth und Kega beschriebenen kokto- 
stabilen Normalaktivator koktolabil. 

Wie schon in Absatz II erwahnt, ging die aktivierende Fahigkeit 
bei unseren Beobachtungen unterhalb py 4 und oberhalb von py 7,5 
nach der alkalischen Seite hin verloren. 

Wurde der Urin mit Zusatz von Adsorbentien wie Kaolin ode1 
Aluminiumhydroxyd vorbehandelt, so war mitunter nach dem Ab- 
gieBen seine aktivierende Fahigkeit abgeschwacht oder vdéllig ver- 
schwunden. Trotzdem gelang es uns niemals, in Phosphat- ode 
Ammoniakelutionen aus den Adsorbentien bei verschiedenem py den 
Aktivator wiederzugewinnen. Der Aktivator von Koga war weder 
durch Kaolin noch durch Aluminiumhydroxyd zu adsorbieren. 

SchlieBlich versuchten wir, den Aktivator durch Extraktion mit 
Schwefelather oder Petrolather aus dem Urin zu isolieren. Er wurde 
mit der fiinffachen Menge der Extrahentien 1/, Stunde geschiittelt 
und dann im Scheidetrichter davon getrennt. Die aktivierende Fahigkeit 
war nur im Riickstand noch nachweisbar, nicht im Atherextrakt. 
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Uber den Einflu6b der chemischen Zusammensetzung 
auf die Gewebsatmung. 
Von 
Thomas Doxiades. 


(Aus dem Stiédtischen Forschungsinstitut fiir Baderkunde und Stoffwechsel, 


Wiesbaden.) 


(Eingegangen am 7. Dezember 1931.) 


Bei der Bestimmung der Atmung von Zellen und Geweben, wie 
auch bei der Messung des respiratorischen Stoffwechsels am Gesamt- 
organismus wird im allgemeinen auf Differenzen in der chemischen 
Zusammensetzung keine Riicksicht genommen, obwohl] von vornherein 


nicht auszuschlieBen ist, daB die verschiedenen Bestandteile des Ge- 
wehes fiir die G1i6Be der Oxydationsprozesse nicht gleichgiltig sind. 
Bei einer eventuellen Abhangigkeit der Oxydationsprozesse von den 
Lifferenzen im Gehalt eines Organs an EiweiB, Fett und Kohlen- 
hydraten kénnten individuelle Unterschiede im respiratorischen Stoff- 
wechsel sowohl isolierter Gewebe als des Gesamtorganismus wenigstens 
teilweise eine Erklirung finden. Auch ist dadurch ein Hinweis zu 
gewinnen, ob es chne Kautelen statthaft ist, fiir den respiratorischen 
Stoffwechsel des Gesamtorganismus Normen zugrunde zu legen, die, 
in der Hauptsache auf Gewicht und Oberfliche des Kérpers aufgebaut, 
den wechselnden Gehalt an den hauptsachlichen organischen Bau- 
stoffen EiweiB, Fett, Kohlenhydrate nicht beriicksichtigen. 

In der Literatur ist die aufgeworfene Fragestellung zwar wiederholt 
angeschnitten, aber meines Wissens nie einer eingehenden experi- 
mentellen Bearbeitung unterworfen worden (1) (2). Es sind zwar in 
einigen Arbeiten Untersuchungen iiber die Oxydation des Gewebes 
bei verschieden ernahrten Tieren angestellt worden, doch fehlen die 
meines Erachtens vor allem wichtigen Beleganalysen iiber die tatsaich- 
liche chemische Zusammensetzung. In den folgenden Untersuchungen 
wurde daher die Oxydationsgi:éBe und teilweise auch die Kohlensaéure- 
produktion und der respiratorische Quotient an Gewebsschnitten unter 
gleichzeitiger Analyse auf EiweiB, Fett und Kohlenhydrate bestimmt. 
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Methodik. 


Die Versuche wurden an Ratten durchgefiihrt, von denen Gruppen 
4 bis 6 Wochen lang reichlich mit Fleisch, reichlich mit Fett oder knapp 
mit Fleisch ernihrt wurden. Die Tiere wurden direkt aus der Fiitterungs 
periode zum Versuch verwendet. 

Die Bestimmung des Sauerstoffverbrauchs allein erfolgte an Leber- 
schnitten nach der alten Warburgschen Methode in phosphatgepufferter 
Ringerlésung mit einem px von 7,1 unter Absorption der Kohlensaéure mit 
Kalilauge. Das Phosphat war m/60. Fiir die gleichzeitige Bestimmung 
von Q,-Verbrauch und CO,-Produktion wandte ich in jedem Versuch 
nebeneinander die Zweikiaistchenmethode von Warburg (3) (mit einer 
bicarbonathaltigen Ringerlésung und einer Atmosphére von 5°, CQ, 
in 95%, QO.) und die Austreibung der CO, aus phosphatgepufferter Ringer- 
lésung bei selbstandiger Messung des O,-Verbrauchs in einem zweiten 
GefiB an. Bei der Zweikastchenmethode wurden médglichst gleichgroBe 
AtmungsgefiBe von etwa 5ccm Inhalt verwendet, von denen eines mit 
0,5, das andere mit 2,0 cem Ringerlésung beschickt wurde. Die Ringer- 
lésung war nach den Vorschriften von Warburg (4) fiir Atmung hergestellt, 
das Bicarbonat aus analysenreiner Sodalésung (5) durch Kinleiten von CO, 
gewonnen. Die Bicarbonatringerlésung wurde im Wasserbad auf 37° erwarmt, 
bei ungefaihr derselben Temperatur mit dem Gemisch 5°, CO, und 95°, 
O, griindlichst (etwa '/, Stunde) in einer Waschflasche durchstrémt, in 
der verschlossenen Flasche wieder in den Barcroft-Thermostaten verbracht, 
wo sie nach einigem Schiitteln bis zum Gebrauch verblieb. Eine derartig 
griindliche Vorbereitung ist nach unseren Erfahrungen erforderlich, um 
die Ringerlésung mit dem Kohlensauresauerstoffgemisch ins Gleichgewicht 
zu bringen. Die Lésung wurde unmittelbar vor oder nach dem Ein- 
bringen eines Gewebsschnittes in das AtmungsgefaB pipettiert und das 
GefaB sofort an sein Manometer angeschlossen; dann erfolgte die Durch- 
leitung des Kohlenséuresauerstoffgemisches durch das Manometer. Durch 
dieses Vorgehen wurde eine Entgasung der Ringerlésung auf ein MindestmaB 
beschrinkt. Es zeigte sich uns weiter, da®8 weniger fiir die GréBe der Oxy- 
dation als vor allem fiir die CO,-Produktion und daher fiir den respiratori- 
schen Quotienten eine méglichst weitgehende GleichmaBigkeit der Schnitte 
von groBer Wichtigkeit ist, da Differenzen in der Schnittdicke innerhalb 
des erlaubten MaBes sich schon bemerkbar machen. Ich habe mich daher 
bemiht, fiir die vier GefaéBe (Doppelbestimmung) in jedem Versuch die 
Schnitte aus einem groBen und nur sehr gleichmaBigen und diinnen Schnitt 
zu gewinnen. Die GefaiBe zur Bestimmung von O,-Verbrauch und CO,- 
Produktion in phosphathaltiger Ringerlésung waren mdéglichst gleich groB, 
hatten ein Volumen von etwa 6 ccm und trugen seitlich eine Birne. Eines 
von ihnen wurde jeweils mit 1 ccm Phosphatringerlésung (pH 7,1, m/60 
Phosphat) und 0,3cem 10°,ige KOH im Einsatz beschickt, das zweite 
mit 1 cem Phosphatringerlésung und 0,3 cem n/2 H,PO, in der Birne. In 
einem weiteren GefiB wurden nach Eintritt des Temperaturausgleichs die 
gebundene CO, der Ringerlésung und die vom Schnitt bis zum Manometer 
schlu8 produzierte CO, bestimmt. Die Messungen erfolgten in reinem Ov. 

Fiir die Gewebsanalysen wurden von einer Hilfsperson wahrend der 
Bereitung der Schnitte geeignete Gewebsmengen in diinnen Stiicken frisch 
auf der Torsionswaage von Hartmann und Braun mit einer Genauigkeit 
von 0,1 mg gewogen. Fiir die Eiwei8bestimmung wurden 10 bis 12 mg 
Gewehbe, fiir die Kohlenhydrate um 30 mg, fiir Fett 60 bis 70 mg verwendet. 
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Der EiweiBgehalt wurde durch Stickstoifbestimmung nach Ayjeldahl er- 
mittelt. Die Bestimmung der Gesamtkohlenhydrate erfolgte nach den 
Vorschriften von Weyerhof (6). Wie frither in diesem Laboratorium wird 
nach der HCl-Hydrolyse und Neutralisation eine Zinkfallung zwischen- 
geschaltet (mit Je leem 3,4°,ige ZnSO, und 0,15n NaOH). Ich habe 
darauf verzichtet, eine Fettanalyse im strengen Sinne durchzufiihren, da 
es sich nicht um die Gewinnung absoluter Werte handelt, sondern mich 
mit einer sechs- bis achtstiindigen Extraktion des Gewebes im Sozhlet 
mit einem Gemisch aus etwa 3 Teilen Ather und | Teil absolutem Alkohol 
begniigt. Das Extraktionsmittel wurde auf dem Sandbad vorsichtig verjagt 
und der Riickstand gewogen. Bei siimtlichen chemischen Analysen wurden 
stets mindestens zwei Bestimmungen durchgefiihrt. Trotz gréBter Miihe 
gelang es nicht regelmaBig, namentlich bei der Kohlenhydratbestimmung, 
ohne erhebliche Divergenzen zu arbeiten. 

Die folgenden Tabellen sind aus der Beschriftung geniigend ver- 
stindlich. Unter Einzelwerten sind die in jedem Versuch an jedem 
einzelnen Schnitt bzw. bei der Bicarbonatmethode aus den_ ver- 
schiedenen Kombinationsméglichkeiten von vier Manometern ge- 
wonnenen Daten gemeint. Aus diesen Einzelwerten sind fiir jedes 
Tier die im Stab 3, 4 und 5 ausgefiihrten Durchschnittszahlen errechnet. 
Die Resultate der chemischen Analysen sind die Durchschnittswerte 
der Doppelbestimmung. 

In der Tabelle I sind die Ergebnisse von Versuchen an 25 Tieren 
nach aufsteigendem O,-Verbrauch geordnet. Es zeigt sich, daB mit 
wachsendem Q,, im allgemeinen der EiweiBgehalt zu- und der Fett- 
gehalt abnimmt, wobei freilich nicht wenige Versuchswerte nach oben 
oder unten von dieser allgemeinen Richtung betrachtlich abweichen. 
Immerhin ist es aber von den 25 Versuchen nur der Versuch 9, der die 
prinzipielle Linie aufsteigenden EiweiBgehaltes mit zunehmendem Qv, 
unterbricht, wahrend allerdings der Fettgehalt viel gréBere Unregel- 
maBigkeiten aufweist und mindestens ein Drittel der Analysenergebnisse 
auBerhalb einer verwertbaren Ordnung liegt. Aus den Kohlenhydrat- 
werten kann irgendeine RegelmaBigkeit nicht abgelesen werden. 

Die angenommene Parallelitaét zwischen der GréBe des O.-Konsums 
mit dem Eiwei®gehalt im groben geht auch aus der Tabelle [La hervor, 
in der die Mittelwerte der einzelnen Versuche nach steigendem Eiwei’ 
geordnet sind. In der Tabelle IIb ist bei der Anfithrung der Versuche 
nach fallendem Fettgehalt wiederum die gréBere UnregelmaBigkeit 
nicht zu verkennen. 

Die CO,-Produktion geht dem O,-Verbrauch annahernd parallel, 
so daB prinzipielle Unterschiede in der Héhe des respiratorischen 
Quotienten nicht erkennbar sind. Wahrscheinlich ist ein maBiger 
Anstieg des respiratorischen Quotienten mit zunehmendem EiweiBb- 
gehalt von Werten iiberwiegender Fettverbrennung zu Werten geringer 
oder fehlender Fettverbrennung. Eine erhebliche Differenz zwischen 
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dem Q¢,, und dem respiratorischen Quotienten, gewonnen mit der 
Zweikistchenmethode — dem sogenannten scheinbaren respiratorischen 
Quotienten — und den Ergebnissen der Phosphatmethode besteht 
nicht, so da bei unserer Versuchsanordnung an den Leberschnitten 
weder Bildung noch Verschwinden fixer Sauren angenommen werden 
darf. 

Die gewonnenen Ergebnisse werden besonders deutlich in der 
zusammenfassenden Tabelle LIT, in der Durchschinittswerte erstens der 
,,-Zahlen bis 7,5, von 7,5 bis 9, und dariiber errechnet sind, zweitens 
Durchschnittswerte nach steigendem EiweiBgehalt bis 17°, von 
17 bis 20°, und tiber 20°, und drittens nach fallendem Fettgehalt 
bis 9°, von 9 bis 6°, und unter 6°%. Hier kommt auch der Anstieg 
des respiratorischen Quotienten mit zunehmendem Eiweibgehalt 
deutlich zur Geltung. 

Tabelle IV zeigt endlich, daB Durchschnittswerte der Tierserien 
je nach der Art ihrer Ernahrung mit den Ergebnissen der Analyse 
iibereinstimmen. Es ist bemerkenswert, daB in der Leber der Ratte 
durch Fleischmast kein vermehrter EiweiBansatz erzielbar ist, sondern 
daB die knapp mit «leisch gefiitterten Tiere die hichsten Eiweib- 
zahlen aufweisen. 

Zusammenfassung. 

Durch Bestimmung des Sauerstoffverbrauchs, der Kohlensiure- 
produktion, des respiratorischen Quotienten und des Eiweib-, Fett- 
und Kohlenhydratgehaltes an Leberschnitten von Ratten wird gezeigt, 
daB der Sauerstoffkonsum mit steigendem EiweiB- und fallendem 
‘ettgehalt des Gewebes zunimmt. Der respiratorische Quotient ver- 
andert sich wahrscheinlich dabei von Werten iiberwiegender Fett- 
verbrennung zu solchen geringer oder fehlender Fettverbrennung. 


Literatur. 


1) Makoto Horiuchi, Mitt. med. Ges. Tokio 44, 1198— 1208, japanisch 
mit deutscher Zusammenfassung. — 2) Grassheim, Zeitschr. f. klin. Med. 
1038, 380, 1926. 3) Warburg, diese Zeitschr. 142, 317, 1923. 4) Derselbe, 
ebendaselbst 152, 51, 1924; 164, 481, 1925. 5) Yochichi Okamoto, 
ebendaselbst 160, 33, 1925. 6) Meyerhof, ebendaselbst 171, 381, 1926. 














Uber die Messung der Wasserstoffionenkonzentration 
gasreicher Fliissigkeiten. 


Von 
B. Groak. 


(Aus der IIIT. medizinischen Klinik der kgl. ung. Universitat in Budapest.) 
(Eingegangen am 7. Dezember 1931.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


Die Messung der H’-Konzentration gasreicher Fliissigkeiten, wie 
sie insbesondere die K6rperséfte und das Blut (Plasma) darstellen, 
stieB von jeher auf besondere Schwierigkeiten. Die Unzulassigkeit 
der Anwendung der gewéhnlichen Wasserstoffplatinelektrode fiihrte 
zur Suche nach anderen Methoden, von denen hier nur das Chinhydron- 
verfahren erwahnt werden soll, da es ziemliche Verbreitung fand. 
obwohl es insbesondere fiir biologische Objekte als ganzlich unbrauchbar 
bezeichnet werden muB. Die Methode ist nur anwendbar, wenn das 
Chinhydron in der Lésung bestaindig ist; dies aber ist nur im starker 
sauren py-Bereich und bei Abwesenheit gewisser organischer Stoffe, 
in erster Linie von EiweiB, der Fall. Gerade bei den biologischen 
Objekten sind aber diese Forderungen meist nicht erfiillt, und nur 
die Bequemlichkeit des Verfahrens macht es verstindlich, daB es 
heutzutage noch vielfach angewandt wird, ohne daB seine Anwendung 
gerechtfertigt ware. Die anderen Methoden kommen bis auf die Glas- 
kette und die Stibiumelektrode gar nicht in Frage, letztere sind aber 
noch nicht ausgebildet. 

Die Wasserstoff-Pt-Elektrode bleibt noch immer die Methode 
der Wahl, obwohl, wie erwahnt, bei diesen Objekten auch ihr schwere 
Nachteile arhaften. Die ,,Salz- und EiweiBfehler“ wollen wir hier 
nicht beriihren, sie sind bei den Kérperfliissigkeiten nicht ausschaltbar 
und durch die Aktivitétstheorie sozusagen gerechtfertigt. Weit gréBer 
sind die Fehler, welche die in den Kérpersaften gelésten Gase bedingen. 
Sie sind zweifacher Art: Durch Anderung des Gasgehaltes der Fliissig- 
keit wird seine H’-Konzentration verandert; durch Anderung des 
Partialdruckes des Wasserstoffs wird die gemessene EMK. beein- 
trachtigt. 
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Wenn wir eine Fliissigkeit in der Pt-Wasserstoffelektrode mit dem 
Gas durchstrémen, so treiben wir hiermit die in der Fliissigkeit ent- 
haltenen Gase aus. Dadurch wird aber das py der betreffenden Fliissig- 
keit verindert, und zwar zum Teil recht betrachtlich, bei Blutplasma 
kann der Fehler eine Einheit des pu-Wertes und dariiber betragen. 
Deshalb erfanden Hasselbalch und Michaelis das Prinzip der stehenden 
Wasserstoffblase, wobei sich der Gasgehalt der Fliissigkeit nicht, oder 
nur belanglos andert. Es andert sich dagegen die Zusammensetzung 
der Wasserstoffblase, und zwar nicht unbedeutend. Fiir die Messung 
aber ist es keineswegs belanglos, ob die Blase 760 oder 720mm Hy, 
enthalt. Das Elektrodenpotential 2 ist bekanntlich: 

RT. C ee mS 
ss In “~ oder 2 == 0,0001983 7 log ~ 
wobei ¢ die H’-Konzentration der Lésung, C die der Elektrode bedeutet. 
Nun ist aber C unbekannt, wir wissen nur, daB sie bei Gaselektroden, 
wie die Pt-H,-Elektrode, von dem Partialdruck des betreffenden Gases 
abhangig ist. Wenn zwei Pt-H,-Elektroden gegeneinander gemessen 
werden, so fallt C aus der Gleichung, da sie auf beiden Seiten gleich 
ist. Sind aber die Wasserstoffspannungen in den beiden Elektroden, 
und somit auch die beiden C-Werte verschieden, so entsteht ein un- 
berechenbarer Fehler. Die Kalomelelektrode, die uns als Vergleichs- 
elektrode dient, ist auf die n Pt-H,-Elektrode von 760mm Druck 
eingestellt und unverianderlich; wenn somit die Zusammensetzung 
der Gasblase in der MeBelektrode und dadurch ihr C-Wert sich andert, 
entstehen nicht ganz unbetriachtliche Fehler. 

Wie groB dieser Fehler schon bei praktisch gasfreien Objekten 
ausfallen kann, laBt sich leicht zeigen, wenn man in einer kleinen 
Michaelisschen Elektrode gewohnliches, etwas abgestandenes Standard- 
acetat mit einer kleinen Wasserstoffblase schiittelt und miBt. Der 
erhaltene Wert kann unter Umstanden 1 bis 3 Millivolt weniger be- 
tragen, als dies bei str6mendem Wasserstoff der Fall ist. Der Fehler 
wird dadurch verursacht, daB die im Standardacetat absorbierte Luft 
beim Schiitteln die Wasserstoffatmosphire der Blase verdiinnt. Dah 
dies tatsaichlich so ist, la4Bt sich leicht nachweisen. Wird namlich die 
Standardacetatlésung vorher fiir einige Minuten mit Wasserstoff 
kraftig durchstrémt, wodurch alle fremden Gase vertrieben werden, 
und nun in die Elektrode gefillt, so erhalten wir den richtigen Millivolt- 
wert. Wenn aber schon abgestandenes Standardacetat Fehler ergibt, 
welche etwa 0,04 im px (etwa 2 Millivolt) entsprechen, so miissen die 
gasbeladenen K6rperfliissigkeiten noch gréBere Fehler bedingen. 

Zur Vermeidung dieses Fehlers kénnen zwei Wege eingeschlagen 
werden. Wir kénnten zunachst den Gasgehalt der Fliissigkeit bestimmen, 
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dann unter Berticksichtigung der Lésungsquctienten ein Gasgemisch in 
der Hauptsache aus H, und CO, herstellen, welches bei der Durch- 
strémung den Gasgehalt und somit die H’-Konzentration der Fliissig- 
keit nicht verindert. (Ein H,-CO,-Gemisch geniigt, da die indifferenten 
Gase der zu messenden Fliissigkeit durch H, ohne irgendwelche Folgen 
ersetzt werden kénnen.) Damit lassen wir nun einerseits die unbekannte 
Flissigkeit, andererseits 2. B. Standardacetat in zwei Pt-H, Elektroden 
durchstrémen und messen die EMK. der Kette. Und schon ist wieder 
ein Fehler unterlaufen! Das Standardacetat hat nimlich aus dem 
Gasgemisch CQ, absorbiert, bis es selber ins Gleichgewicht mit ihm 
gekommen ist, und hat dabei sein py auch schon verandert. Um auch 
diesen Fehler auszuschalten, miiBte die Vergleichselektrode mit einem 
Gasgemisch, aus H, und N, bestehend, durchstrémt werden, welches 
dieselbe Wasserstoffspannung hat, wie das H,-CO,-Gemisch. Diese 
Methode ist jedoch recht kompliziert und braucl.t ziemlich viel Material, 
schon wegen der notwendigen Gasanalyse; auch ist die Herstellung 
der beiden Gasgemische recht umstandlich. Ich war daher bestrebt, 
eine Methode auszuarbeiten, welcher diese Nachteile nicht anhaften. 

Im Prinzip wird wie folgt verfahren: 

Die zu messende Fliissigkeit (Plasma) wird in einer kleinen Elektrode 
nach dem Michaelisschen Prinzip mit einer Wasserstoffblase ins Gleich- 
gewicht gebracht und gegen eine Kalomelelektrode gemessen. Sodann 
wird das Plasma entfernt und durch eine Lésung von bekanntem py 
ersetzt, welche so beschaffen ist, daB weder sie von dem Gasgemisch 
der Blase, noch das Gasgemisch durch sie verindert wird. Diese Lésung 
wird nun mit derselben Blase ebenfalls in Gleichgewicht gebracht 
und gegen die Kalomelelektrode gemessen. Ein Verdiinnen der zu 
messenden Lisung ist entbehrlich, da zu einer Messung etwa 1,5 cem 
der Lésung geniigen. 

Da die kleine Blase die Zusammensetzung des Plasmas usw. nicht 
verandert, unterlauft bei der ersten Messung nur der vorher erwahnte 
Fehler einer zu kleinen H,-Spannung. Dadurch aber, daB auch die 
Vergleichslésung mit derselben Blase gemessen wird, ist dieser Fehler 
ausgeschaltet, und die Differenz beider Messungen gibt uns die EMK. 
einer aus zwei H,-Pt-Elektroden bestehenden Kette an, deren eine 
mit der unbékannten, deren andere mit der bekannten Lésung beschickt 
sind und genau die gleiche Wasserstoffspannung besitzen. 

Als Vergleichslésung konnte Standardacetat nicht verwendet 
werden, da es aus der Blase CO, aufnehmen, und somit die Zusammen- 
setzung der Blasengase, wie auch seine eigene H’-Konzentration andern 
wiirde. Wird dagegen eine Standardacetatlésung mit KCl gesattigt, 
so erhalten wir eine Lésung, welche obigen Anforderungen praktisch 
vollkommen entspricht, da sie in merklicher Menge weder Gase auf- 
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nimmt noch abgibt, und daher weder die Blasengase noch die Lésung 
selbst merkliche Anderungen erfahren!. Der Sicherheit halber ist es 
zu empfehlen, die Lésung vor dem Gebrauch in einem kleinen GefaB 
mit Wasserstoff zu durchstrémen. Der Salzfehler dieser Lésung ist 
natiirlich betrachtlich, ihr pa wird nicht mehr 4,62 (4,67 Bjerrum) 
betragen, sondern einen der veranderten Aktivitaét entsprechenden 
Wert, welcher der Berechnung zugrunde gelegt wird. 
Zur Berechnung kann einfach die Formel: 


t.~ 2, 
Piz = PHa T 0 


benutzt werden, wobei pu, die der unbekannten Lésung, pr, den 
einmal ermittelten Wert fiir die konz. KCl-Standardacetatlésung 
(bzw. 4,62, falls gew6hnliches Standardacetat verwendet wird) bedeutet. 
a, ist der mit der unbekannten Lésung, 7, der mit der Standard- 
acetatlésung erhaltene Millivoltwert; 0 ist die Temperaturkonstante 


2 ~ Hq ° ° 
(0,0001983 T.). Das Vorzeichen des Gliedes — ) richtet sich 


nach der mathematischen Summe des Zahlers + 2, — 2,. Barometer- 
korrektur unnotig. 
Beschreibung der Elektrode. 


Die Elektrode (s. Abb. 1) besteht aus einem GefaB c von 2,5 em Linge 
und etwa 0,8 bis 1,0cem Inhalt, welches an der einen Seite durch den 
Hahn 6, an der anderen durch den V-Hahn d abgeschlossen ist. In der 
Nahe des Hahnes 6 trigt es einen etwa 
8 mi hohen und 5 bis 6 mm weiten Auf- 
satz g, welcher mit Gummi- oder Glas- 
stépsel und Platinelektrode h versehen 
3 bis 4mm hoch frei bleibt und eine 
Wasserstoffblase aufnehmen kann. Die 
platinierte Platinspitze soll durch die 
Blase die Fliissigkeit beriihren. Der 
Fortsatz a, welcher mit c durch den 
Hahn 6 verbunden ist, hat eine lichte 
Weite von 2mm Durchmesser und ist 
etwa 2,5cm lang. Zur Entnahme von 

Abb. 1. Fliissigkeiten, die unter Paraffinél ver- 

schlossen sind, wird, um mit mdglichst 

wenig Material auszukommen, eine langgezogene Kapillare (k) mit einem 

Stiickchen Druckschlauch (/) angesetzt. Auf der anderen Seite tragt die 

Elektrode die Fortsatze e und f, die 3 bis 4em lang sind, und mit ¢ einen 

Winkel von 120° bilden; durch den V-Hahn d kénnen sie untereinander oder 

einzeln mit ¢ verbunden werden. Die beiden Hihne, sowie der Stépsel 
in g miissen mit bestem Hahnfett gut gedichtet werden. 








' Es hat sich gezeigt, daB auch gewoéhnliche Standardacetatlésung 
benutzt werden kann, ohne daB Fehler, die mehr als 0,02 im pr-Wert be- 
tragen, entstehen wiirden. 
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Ausfiihren der Messung. 


Das gasreiche Material (Plasma) wird unter Paraffinél aufbewalhrt. 
Der Kapillaransatz k wird mittels / bei a angesetzt, e wird mit einem Gummi 
mundstiick (Schlauch) versehen, und die Spitze von k bei Hahnstellung | 
(s. Abb. 3) in frisch ausgekochte (gasfreie) physiologische Kochsalzlésung 
getaucht. Durch Saugen am Mundstiick bei ¢ wird die Elektrode restlos 
mit der Kochsalzlésung gefiillt, wobei zu beachten ist, daB weder bei den 
beiden Hahnen, noch in g Luftblasen zuriickbleiben diirfen. Sobald die 
Lésung bei e erscheint, wird 6 geschlossen. (Abb. 3, II.) Nun wird die 
Kapillare k durch die Paraffinschicht in die zu messende Fliissigkeit ein 
gefiihrt und nach Offnen des Hahnes 6 bei e vorsichtig angesaugt, wobei 
sie mit scharfer Schichtung gegen die Kochsalzlésung in der Elektrode 
emporsteigt, ohne mit der Luft irgendwie in Beriihrung zu kommen. Damit 
die Kochsalzlésung dabei nicht in den Mund gelangt, kann das Mundstiick 
durch eine Glaskugel oder dergleichen unterbrochen werden. 





a 
Abb. 2. Abb. 3. 
Stellungen der Hihne der Elektrode 


Wenn nun die scharfe Grenzflache der zu messenden Fliissigkeit bei e 
erscheint, ist der Hahn 6b abermals zu schlieBen. (Stellung IT.) Wir ent- 
fernen vorsichtig den Kapillaransatz k mitsamt dem Verbindungsstiick /. 
wobei jedoch a mit der Fliissigkeit gefiillt bleibt. Die Wasserstoffleitung 
wird mit einem Kapillaransatz versehen, und nachdem wir das Gas fiir 
eine Weile frei ausstr6émen lassen, durch Zudriicken des zufiihrenden Gummi- 
schlauches plétzlich verschlossen. Zugleich wird die Spitze der Kapillare 
durch den Fortsatz a bis zu dem Hahn 6b vorgeschoben (s. Abb. 2). Durch 
vorsichtiges Lockern des Druckes wird nun in @ eine etwa 10 bis 15mm 
lange Wasserstoffblase unmittelbar am Hahn 6 geschaffen (wobei die ent- 
sprechende Plasmamenge hervorquillt), dann die wasserstoffiihrende 
Kapillare vorsichtig entfernt (keine Luftblase eintreten lassen!) und a in 
die ausgekochte Kochsalzlésung getaucht. Durch vorsichtiges Offnen des 
Hahnes 6 und Saugen bei e wird die Wasserstoffblase nach ¢ beférdert. 
wobei noch etwas der unter ihr befindlichen Fliissigkeit, jedoch keine Spur 
der Kochsalzlésung mit nach c iibertritt. Die Wasserstoffblase darf weder 
zu klein, noch zu groB sein; sie mu rund und ziemlich leicht beweglich 
bleiben, dabei aber die Wande der Réhre ¢ eben beriihren (s. Abb. 1, Hg). 

Nun werden beide Hahne geschlossen (Abb. 3, IIT) und die Elektrode 
mit einer Geschwindigkeit von 20 bis 30 Umdrehungen in der Minute 
5 bis 8 Minuten lang gedreht, wobei die Wasserstoffblase die ganze Lange 
des Teiles c durchstreichen mu8. Dies kann mit der Hand, oder besser mit 
einem kleinen Motor und passender Ubersetzunz bewerkstelligt werden. 
Dann wird die Elektrode von der Drehvorrichtung abgenommen, Fortsatz / 
in konz. KCl-Lésung getaucht und bei e angesaugt, bis die Lésung iiber 
dem Hahn erscheint, durch Drehen des Hahnes d wird dann f mit ¢ ver 
bunden (Abb. 3, IV). Hiermit ist die KCl-Briicke nach / hergestellt. Die 
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Wasserstoffblase wird nach g gebracht, die Elektrode am Stativ betestigt, 
/ in eine kleine Wanne mit konz. KCl-Lésung getaucht und mit einer 
Kalomelelektrode abgeleitet. Von der Elektrode selbst wird bei h abgeleitet. 

Das Potential muB sich binnen 3 bis 4 Minuten scharf einstellen, wenn 
nicht, so mu8 linger gedreht werden. Doch wird dies nur selten nétig sein. 

Nach der Messung wird die Elektrode vom Stativ abgenommen, 
das Mundstiick bei @ angesetzt und f in die konz. KCl-Standardacetat- 
lésung getaucht, welche vorher mit Wasserstoff durchstrémt wurde. 
Hahn d verbleibt in Stellung IV (Abb. 3), 6 wird geéffnet und bei a vor- 
sichtig angesaugt (Stellung V). Dadurch steigt die Vergleichslésung in 
die Elektrode empor und verdringt die soeben gemessene Lésung, wobei 
zu beachten ist, daB keine Luftblase mitgenommen wird und die Wasser- 
stoffblase unverindert in g verbleibt'. Sowie die Trennungslinie der konz. 
KCl-Standardacetatlésung bei a erscheint, und somit die vorher gemessene 
Fliissigkeit restlos entfernt ist, werden die Hahne 6 und d geschlossen 
(Stellung III) und die Elektrode, welche nun die Vergleichslésung mit der- 
selben Wasserstoffblase, mit welcher vorher gemessen wurde, enthalt, 
5 bis 8 Minuten lang wieder gedreht. Dann wird die KCl-Briicke wie vorhin, 
durch Ansaugen von konz. KCl-Lésung bei e und Stellen des Hahnes 
(Stellung IV) hergestellt und die Messung wiederholt. Die Berechnung 
erfolgt aus den beiden Millivoltwerten, wie oben angegeben. 


' Bei Verwendung der gewohnlichen Standardacetatlésung mit ge 
ringem spezifischen Gewicht ist es zweckméBiger, sie von oben in die 
Elektrode zu fiillen. Ein kleiner Trichter wird bei e angesetzt, die Zuleitung 
mit dem Standardacetat bei Hahnstellung III durchspiilt, dann _ bei 


Stellung [ das Plasma von oben her vorsichtig durch Standardacetat ver- 
drangt, bis die Elektrode nur Acetat enthalt. Luftblasen diirfen ebenfalls 
nicht mitgenommen werden, die Wasserstoffblase befindet sich in g oder 
unter dem Hahn d. 





Uber die parenterale Resorption von Kolloiden. LY. 


Von 
M. Murata, Japan. 


(Aus dem Biochemischen Laboratorium des Krankenhauses Moabit in 
Berlin.) 


(Eingegangen am 8. Dezember 1931.) 


Im Rahmen der Studien iiber parenterale Resorption! sollte unter- 
sucht werden, inwiefern die Art der Bindung einer Substanz die 
Resorption beeinfluBt. Als geeignetes Merkzeichen wurde das leicht 
nachweisbare und quantitativ bestimmbare Jod gewahlt. Selbst- 
verstandlich liegen iiber die Resorption von Jodverbindungen schon 
zahlreiche Angaben vor: so wurde z. B. gezeigt, daB bei gewissen 
organischen Jodverbindungen die Salze starke Lipotropie zeigen, die 
den freien Sauren fehlt®. Fiir den vorliegenden Zweck muBte eine 
Anordnung gewahlt werden, welche die Versuche nicht nur unter sich, 
sondern auch mit denen der friiheren Mitteilungen vergleichbar ge- 
staltet. Im einzelnen kann man nicht einfach annehmen, daB® das Jod 
in der Bindung, in welcher es dem Organismus zugefiihrt wird, auch 
in das Blut iibertritt. In dieser Richtung bleibt immer eine gewisse 
Unsicherheit unvermeidbar. Immerhin konnten iibersichtliche Resul- 
tate erzielt werden. 

Versuche. 

Verglichen wurde die Jodresorption nach Zufiihrung der Jodverbin- 
dungen auf verschiedenen Resorptionswegen. Im einzelnen wurde das 
Verhalten des Jodnatriums, des Lipojodins, in dem das Jod an Ol gekuppelt 
ist, und einer Jodcaseinverbindung gepriift. 

Alle Versuche wurden an Kaninchen von etwa 2500 g nach demselben 
Schema ausgefiihrt. Um den Tieren nicht zu oft Blut zu entnehmen, muBte 
fiir jede einzelne Versuchsreihe immer eine gréBere Anzahl von Tieren 
verwandt werden. Die Versuche zeigten sehr befriedigende U bereinstimmung. 
so daB die Resultate in Tabellen zusammengefaBt werden kénnen. 


1 Diese Zeitschr. 203, 278, 1928; 208, 361, 1929; 226, 457, 1930; vgl. 
auch M. Jacoby, Amer. J. of Physiol. 90, 400, 1929. 
2 M. Jacoby, diese Zeitschr. 74, 123, 1916. 











M. Murata: 


Die Jodbestimmung erfolgte im Serum oder Urin nach Veraschung 
in der iiblichen Weise kolorimetrisch. 


Tabelle I. 
20 cem (10%ig.) Jodnatrium per os 1,36¢ J. Jodgehalt in 1 cem 


Serum nach: 


15 Minuten 
1 Stunde . 
114 Stunden 
» 


3 Stunden 
4 
7 

18 


24 


Ergebnis: Maximum in 3 bis 4 Stunden. 


Tabelle II. 


10 cem (10° ig.) Jodnatrium per os 


Serum nach: 
15 Minuten ... . 90 
30 - eet 
1 Stunde. ... . 0,6mg 


Ergebnis: Verspitetes Auftreten und langsamer Anstieg. 


0,68 ¢ J. 


1144 Stunden 


Tabelle III. 


10cem (10°(ig.) Jodnatrium intraperitoneal 


in leem Serum nach: 


15 Minuten... . 12mg 
30 is Sore 


LG@teumde..... 34 
Shtiemnaen . wl. ls BS 


4 Stunden 


8 
20 


24 


4,8 mg 
4,8 
2,4 
ibe a 


0 


Jodgehalt in 1 cem 


1,2 mg 
1,2 


Jodgehalt 


2,4 mg 
1,2 
0,6 

0 


Ergebnis: Schnelles Auftreten, friihes und lange anhaltendes Maximum. 


Tabelle IV. 


10cem (10% ig.) Jodnatrium intraperitoneal = 0,68 g¢ J. 


in l1ecem Serum nach: 


30 Minuten ... . 1,2 mg 


2 Stunden 


Ergebnis: Schnell erreichter Jodspiegel. 


Tabelle 


10 cem (2%ig.) Jodnatrium intraperitoneal 


in leem Serum nach: 
15 Minuten weniger als 0,6 mg 
30 om — Teer Ss. Cl 


eee 0,6 
Sees . ss es s OO we 


Ergebnis: Schnell erreichter, 


Jodspiegel. 


v. 


4 Stunden 
8 

18 

24 ” 


0,136 g¢ Jod. 


Jodgehalt 


2,4 mg 


Jodgehalt 


0,6 mg 
0 
0 
0 


niedriger, einige Stunden anhaltender 





Parenterale Resorption von Kolloiden. IV. 


Tabelle VJ. 
5cem (1 %ig.) Jodnatrium intraperitoneal = 0,034g Jod. Jodgehalt 
in leem Serum nach: 
15Minuten ... . 0 2 Stunden 
30 ” oe a 
1Stunde.....0 
Ergebnis: Jod tritt im Serum nicht auf. 


Tabelle VII. 

2cem Jodipin per os 1,02 g Jod. Jodgehalt in 1 cem Serum nach: 
[Oe was  B 24Stunden .... . 18mg 
4Stunden .... 0 30 - 5 et & pS 
Ss +S + =e «+ Se 48 jas oe x. a, SP vc. Be 
18 ee Me ok , w 72 pe are a, 
Ergebnis: Jod tritt spit im Serum auf, erreicht spat ein Maximum und 

bleibt lange nachweisbar. 
Tabelle VIII. 

2 cem Jodipin subcutan = 1,02 g Jod. Jodgehalt in | cem Serum nach: 
1Stunde .....0 18 Stunden... . . 0,6mg 
2Stunden.....90 20 io oe, 

4 *” Sisal hy te ot 24 = ee 
8 - ee 48 a ee 

16 a . = 6 72 = ee ae 
Ergebnis: Jod tritt spat im Serum auf. 
Tabelle IX. 
2cem Jodipin intraperitoneal = 1,02g Jod. Jodgehalt in Il ccm 
Serumr nach: 

30 Minuten .... 0 8 Stunden .....90 
Cees. «+ ss « @ 16 ee ge, a, ae 
2Stunden .... 0 20 i Eee a oe 
4 99 ~ oP 48 99 ar i aa 

Ergebnis: Jod tritt im Serum nicht auf. 

Tabelle X. 

4cem Jodipin intraperitoneal = 2,04g Jod. Jodgehalt in 1 ccm 

Serum nach: 
1Stunde .....090 8 Stunden 

2Stunden..... 0 16 

4 o Jos ae ee ee 20 


Ergebnis: Jod tritt im Serum nicht auf. 


Tabelle XJ. 
2cem Jodipin intraperitoneal = 1,02g¢ Jod. Jodgehalt in 1 cem 
Harn nach: 
3 Stunden ... . 2,4mg 32 Stunden . . . 4,8 meg 
8 o” eres fe 48 ~ ee 
24 ‘a ei «ree A de 56 ts eo ee 
28 i —aae ee oe 72 - ° 0,6 


Ergebnis: Sehr verzégerte und unvollkommene Jodausscheidung. 
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Nach Zufuhr von Jodcasein, mit dem den Tieren Jodmengen von 
0,02 bzw. 0,04 bzw. 0,06 g per os und intraperitoneal beigebracht wurden, 
konnte im Serum niemals Jod nachgewiesen werden. Dagegen trat nach 
Zufuhr von 0,04 g an Casein gebundenen Jods per os Jod im Harn auf. 


Tabelle XII. 


0,04 g an Casein gebundenes Jod per os. Jodgehalt in 1 cem Harn nach: 
2% Stunden. .. . 1,2 mg 8Stunden.... . 0,6mg 

4 ” ao dae 20 ‘a oe: eee 

6 ~ + ie ee Re Se 


Ergebnis: Allmahliche, reichliche Jodausscheidung. 


Zusammenfassung. 


Bei hinreichenden Dosen von Jodnatrium tritt nach oraler und 
intraperitonealer Zufuhr Jod im Serum auf. Bei oraler Zufuhr wurde 
bei entsprechender Dosis ein lange anhaltendes Maximum erreicht, 
bei intraperitonealer Zufuhr ist das Maximum sebr schnell und aus- 
gedehnt herstellbar. 

Nach Jodipin tritt Jod bei oraler Zufuhr nur langsam im Serum 
auf, bleibt aber sehr lange nachweisbar. Bei subcutaner Zufuhr tritt 
das Jod im Serum erst sehr spat und nur voriibergehend auf. Nach 
intraperitonealer Zufuhr gelang der Jodnachweis im Serum nicht, 
obwohl im Harn schon nach kleineren, intraperitoneal beigebrachten 


Jodipinmengen Jod reichlich und lange nachweisbar war. Hier wird 
also das Jod aus Organdepots ganz allmahlich, ohne im Blute fixiert 
zu werden, in die Niere geleitet. So wird eine sehr nachhaltige Jod- 


wirkung ermdglicht. 
Dasselbe gilt vom Jodcasein. Niemals war hier Jod im Serum 
nachweisbar, wahrend es reichlich in den Harn iibertrat. 





Beitrige zur Kenntnis der Glykosurie und Maltosurie. 


Von 


Ek. Herzfeld. 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Medizinischen Universitats- 


klinik Zurich.) 


(Eingegangen am 9. Dezember 1931.) 


Glykosurie. Betreffs spurenweisen Vorkommens von ‘Trauben- 
zucker im Urin berichtet Hammarsten' iiber die Untersuchungen von 
Briicke, Abeles und Udransky, nach welchen das regelmibige Vor- 
kommen von Kohlenhydraten im Urin gezeigt und durch die Unter- 
suchungen von Baumann und Wedenski, vor allem aber von Baisch 
als endgiltig bewiesen behauptet wurde. In neuerer Zeit aber haben 
namentlich amerikanische Forscher tiber diese frage Arbeiten ver- 
Offentlicht, nach welchen es heute zweifelhaft erscheint, ob der normale 
Urin wirklich Glucose enthalt. Fast itibereinstimmend berichten zahl- 
reiche Autoren tiber das regelmaBige Vorkommen von reduzierenden 
Substanzen, wie z. B. die gepaarten Glucuronsauren, ferner Harnsiure, 
Purine, Kreatinin und gewisse Harnfarbstoffe im normalen Urin. 
Solche Stoffe stammen zum Teil aus der Nahrung, kénnen aber im 
KG6rper selbst entstehen. Eine solche Reduktionsfahigkeit im normalen 
Urin kann nach den Bestimmungen verschiedener Forscher von 0,1 bis 
06°%, Traubenzucker entsprechend betragen. 

Was die Methoden des Nachweises geringer Zuckermengen im 
Urin anbelangt, wird eine solche bis jetzt noch als recht umstandlich 
und schwierig bezeichnet. Zum Nachweis von reduzierenden Sub- 
stanzen im Urin wird im allgemeinen die Alménsche Wismut probe, 
auch Nylandersche Probe genannt, angewandt. Mit Hilfe dieser Probe 
kann man im Urin Zuckermengen bis zu 0,1° nachweisen. Aber auch 
zuckerfreie Urine, welche erhéhte Mengen von gepaarten Glukuron- 
siuren und Harnfarbstoffen enthalten, kénnen schwach positive bis 
positive Nylander-Reaktionen hervorrufen. 

Die sicherste Probe auf Zucker im Urin ist die Phenylhydrazin- 
reaktion, bei welcher die typischen Glucosazonkristalle auftreten. 

Zur Aufklaérung der Frage, ob die normalen Urine in der Regel 
zuckerfrei, oder ob in jedem Urin Spuren von Zucker nachweisbar 


' Lehrb. d. physiol. Chem. 1926, 8. 593. 
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seien, wurden gréBere Versuchsserien mit Hilfe der Reduktionsprobe 
von Nylander und der Osazonprobe vergleichend durchgefiihrt. Es 
wurde stets in folgender Weise vorgegangen: 

Jeder Urin wurde zuerst mit Sulfosalicylsiure und Essigsiure auf 
KiweiB geprift. War EiweiB zugegen, so wurde durch Hitzekoagulation 
enteiweiBt. Etwa 10 ccm vcm eiweiBfreien Filtrat kochte man hierauf 
mit 1 bis 2 ccm Nylander-Lésung mindestens 1 Minute lang und beob- 
achtete nach etwa 10 Minuten eine auftretende Schwarzung der aus- 
gefallenen Phorphate. Bei den Ablesungen wurden diejenigen Proben, 
bei welchen der Phosphatniederschlag farblos war, als negativ, grau 
bis braun als Spuren, schwarz als schwach positiv und die iibrigen 
Proben, wo auBer dem Phosphatniederschlag auch die ganze Fliissigkeit 
braun bis schwarz gefaibt erschien, als positiv bis stark positiv be- 
zeichnet. 

Zur Ausfiihrung der Osazonprobe werden 10 cem Urin mit 1g salz- 
saurem Phenylhydrazin puriss.! und 1,5 g Natriumacetat in ein kochendes 
Wasserbad gebracht, nach einigen Minuten mit einem abgeplatteten Glas- 
stab vermischt, nach 1 Stunde hei® filtriert und bis zur Abkiihlung ruhig 
stehengelassen. Bei Anwesenheit von Glucose scheiden sich die typischen, 
gelben, biischelf6rmig angeordneten Nadeln ab, welche unterm Mikroskop 
leicht identifiziert werden kénnen. Sollte die mikroskopische Untersuchung 
am gleichen Tage nicht méglich sein, so ist es zweckmaéBig, den Inhalt der 
einzelnen Roéhrechen mit etwas Paraffinél zu iiberschichten, wodurch die 
Osazonkristalle mehrere Tage unverandert erhalten bleiben. 

Bei einer groBen Anzahl von Urinuntersuchungen (iiber 800) 
konnten folgende Gruppen von Resultaten festgestelit werden: 

1. In Urinen, welche als véllig zuckerfrei bezeichnet werden 
konnten, war sowohl die Nylander-, wie auch die Osazonprobe negativ. 

2. Sehr haufig war, besonders bei Fallen, die friiher Glykosurie 
zeigten, Nylander wohl negativ, aber die Osazonprobe positiv. In solchen 
Fallen konnten neben den bischelférmigen Glucosazonkristallen auch 
trépfchenférmige Aggregate, welche wahrscheinlich von gepaarten 
Glucuronsauren herriihrten, beobachtet werden. 

3. Ofters kam es auch vor, daB die Nylander- Probe schwach positive 
Reaktion zeigte, ohne daB polarimetrisch und mit der Osazonprobe 
Zucker nachweisbar war. In solchen Fallen waren die trépfchen- 
férmigen Aggregate (gepaarte Glucuronsauren) auBerordentlich zahl- 
reich. Die Reduktion mit Nylander diirfte daher von den gepaarten 
Glucuronséuren hervorgerufen worden sein. 

Bei diesen Untersuchungen konnte in einigen Fallen eine Art von 
Hemmung bei der Osazonreaktion nachgewiesen werden. Verdiinnt man 
namlich 10cem Urin mit 10 ccm Wasser fortschreitend und fiihrt 


1 Schweiz. Med. Wochenschr. 22, 1924: .,Einfache Methoden zur Be- 
stimmung von EiweiB, Zucker und Aceton“. 
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mit jeder Probe die Osazonreaktion aus, so zeigt sich wiederholt, dab 
im unverdiinnten Urin wenige, zum Teil verharzte Osazonkristalle, 
in den verdiinnten Proben aber verhiltnismaBig mehr schon aus- 
gebildete auftreten. 

Mit Hilfe der oben geschilderten Methodik gelingt es also sehr 
leicht die Frage zu entscheiden, ob der normale Urin wirklich Glucose 
enthalt. Der normale Urin kann also sehr haufig als zuckerfrei be- 
trachtet werden. 


Maltosurie. Nach alten Angaben kommt Maltose im Harn vor. 


C. Le Nobel’, sowie F. R. v. Ackeren? und auch Rosenheim und Flatow* 


beobachteten eine Maltosurie besonders bei Erkrankungen des Pankreas. 
Im Falle von Rosenheim und Flatow betrug die Menge des ausgeschiedenen 
Zuckers 0,1 bis 0,5°, bei einer intersti.iellen Pankreatitis. Auch nach 
P. Albertoni*, ferner Palma® und W. Sandmeier® soll Maltose vollstandig 
resorbiert und nach recht groBen Dosen bei Wéchnerinnen und Diabetikern 
nur kleine Mengen, eventuell neben Lactose und Glucose ausgeschieden 
werden. Charrin und Brocard’ fanden Maltose im Urin von Woéchnerinnen, 
Lépine® beobachtete einen Fall von schwacher Maltosurie, derselbe Autor 
mit Boulud® konnte gelegentlich bei Diabetes neben Traubenzucker kleine 
Mengen Maltose feststellen. Diese Befunde scheinen auf eine Rolle des 
Pankreas bei manchen Formen der Maltosurie hinzuweisen. Es gelang 
ihnen auch beim Hunde nach vélliger Entfernung der Bauchspeicheldriise 
neben etwa 50 bis 90 g Traubenzucker im Liter 2 bis 3 g Maltose zu finden. 
Andere Angaben derselben Autoren betreffen eine diabetische Frau, die 
neben 4 bis 6° Zucker 0,2 bis 0,3°% Maltose ausschied. Ubereinstimmend 
mit obigen Angaben berichtet K. Kottmann'® iiber einen Fall von Maltosurie 
bei einer Diabetikerin mit Pankreasatrophie. H. Chr. Geelmuyden"™ hat 
anfangs das Vorkommen von Maltose im Urin als wenig wahrscheinlich 
bezeichnet, bald darauf aber selbst eine als Maltosurie gedeutete Beob- 
achtung mitgeteilt'*. Rosenberger'® erhebt gegen Geelmuydens Nachweis 
von Maltose kritische Einwande und glaubt, da8 das Vorkommen von 
Maltose in diabetischen Harnen iiberhaupt nicht wahrscheinlich sei. 

Nach Geelmuydens Angaben wird die Maltose aus dem Harn als Malto- 
sazon dargestellt. 2g salzsaures Phenylhydrazin und 3g Natriumacetat 
(pro 1g Maltose) werden dem Urin zugesetzt und I'/, Stunden auf dem 
Wasserbad erwirmt. Das Maltosazon soll in heiRem Wasser léslich sein, 


Arch. f. klin. Med. 48, 285, 1888. 
Berl. klin. Wochenschr. 293, 1889. 
Ebendaselbst 317, 1898. 
Chem. Centralbl. 1889, I, 608. 
5 Prager Zeitschr. f. Heilkde. 15, 265, 1894. 
’ Zeitschr. f. Biol. 31, 48, 1895. 
C. r. de la Soc. de Biol. 50, 1077, 1898. 
8 Berl. klin. Wochenschr. 35, 317, 1898. 
C. r. de l’acad. des Se. 182, 610, 1901. 
Diss. Genf 1901; Malys Jahresb. d. Tierchem. 849, 1901. 
Zeitschr. f. klin. Med. 58, 1, 1906. 
Ebendaselbst 68, 527, 1907. 
Zentralbl. f. inn. Med. 28, 39, 1907. 
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nicht aber in kaltem. Ferner soll es sich in 50°,igem Aceton (Glucosazon 
ist unléslich) lésen, aus welchem es beim Stehen an der Luft teils kristalli- 
nisch, teils als amorphe, braune, teerartige Tropfen sich abscheiden soll. 
Die Maltosazonkristalle erscheinen neben den bekannten Glucosazon- 
biischeln als schwert- oder dolchférmige Kristalle, vereinzelt oder in Stern- 
form gruppiert, oder auch als Rosetten, welche von sehr feinen Nadeln 
gebildet werden. Der Schmelzpunkt von Maltosazon betraigt 205 bis 208°. 
In dieser Arbeit kommt Geelmuyden zu dem SchluB, daB Maltose regelmaBig 
bei gewissen Arten von Diabetesfallen, sowohl mit hohem wie auch mit 
niedrigem Zuckergehalt auftreten kann. In einer spaiteren Arbeit! korrigiert 
Geelmuyden seine friiheren Angaben und kommt wéortlich zu folgendem 


SchluB: 

» Der Beweis, daB Diabetesharne Maltose enthalten, ist also bis jetzt 
nicht gebracht und nachdem ich mehr als 30 zuckerreiche Diabetesharne 
mit der hier beschriebenen Methodik untersucht habe, scheint es mir iiber- 
haupt nicht wahrscheinlich, da8 Maltose in Diabetesharnen jemals vor- 


kommt.“ 
Die von ihm angewandte Methodik besteht aus einer Kombination 


von Titration, Polarimetrie, vor und nach Inversion und Vergérung mit 
Pilzen, welche nur Monosaccharide angreifen. 

Im folgenden wurde versucht, mit Hilfe einer anderen Methodik 
(ahnlich wie Geelmuyden) die Fiage, ob Maltose in gewissen Urinen 
vorkommt, zu beantworten. 

Es wurde, wie bereits beschrieben, in jedem Urin die Nylander- 
und Osazonprobe ausgefiihrt, ferner, wenn méglich, polarimetrisch 
quantitativ gepriift. 

Um zu sehen, wieviel Maltose im Urin vorhanden sein muB, um 
mit der Osazonprobe die charakteristischen Kristalle zu erhalten, 
wurden in Urinen, bei welchen die Nylander- und die Osazonprobe 
negativ war, fallende Maltosemengen (Maltose puriss., Siegfried) auf- 
gelést: z. B. bringt man 4g Maltose in 100ccm Urin. Nach der Auf- 
lésung wird hiervon folgende Verdiinnungsreihe hergestellt: Erstes 
Réhbrehen = 10 cem dieses Maltoseurins = 400 mg. Zweites Réhrchen 
= 10 cem obigen Urins + 10 ccm vom gleichen, maltosefreien Urin, alle 
anderen Réhrchen je 10cem vom gleichen maltosefreien Urin. Man ver- 
mischt den Inhalt vom zweiten Réhrchen und pipettiert davon 10 ccm in 
das dritte Réhrchen usw. so lange, bis das zehnte Réhrchen erreicht ist. 
Jedes Réhrchen der Reihe erhalt 1 g salzsaures Phenylhydrazin und 
1,5 g Natriumacetat und wird im Wasserbad 1 Stunde lang erhitzt. 
Hierauf filtriert man heiB und la8t tiber Nacht zur Kristallisation 
stehen. Die mikroskopische Untersuchung vom Bodensatz samtlicher 
Réhrchen ergab Folgendes: 

Erstes Réhrchen = 400 mg Maltose, zeigt neben einigen Glucosazon- 
kristallen reichlich tannenzweigartige, gelbe Kristalle, sowie vereinzelte 
groBe, aus feinen Nadeln zusammengesetzte Rosetten. 





1 Zeitschr. f. klin. Med. 70, 287, 1910. 
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Zweites Réhrchen = 200 mg Maltose, reichlich Tannenzweige und 
Rosetten (wenig Glucosazonkristalle). 

Drittes Réhrchen = 100 mg Maltose, reichlich Tannenzweige und 
Rosetten (wenig Glucosazon). 

Viertes Réhrchen = 50 mg Maltose, reichlich Tannenzweige und 
Rosetten (wenig Glucosazon). 

Finftes Roéhrchen = 25mg Maltose, vereinzelte Tannenzweige 
und Rosetten (wenig Glucosazon). 

Sechstes Réhrchen = 12,5 mg Maltose, es waren keine charak- 
teristischen Kristalle nachweisbar. Es macht den Eindruck, als ob die 
gebildeten Osazone verharzt waren. 

Obige Versuche zeigen, daB in einem Urin mindestens 250 mg-°, 
Maltose vorhanden sein miissen, um die oben beschriebenen Maltosazon- 
kristalle nachweisen zu kénnen. % 

Zur Feststcllung des Einflusses der Harnbestandteile auf die 
Maltosazonbildung wurden von zuckerfreien (Nylander- und Osazon 
neg.) Urinen mit Wasser Verdiinnungsreihen hergestellt und in jeder 
Probe die gleiche Maltosemenge als Maltosazon untersucht. 

Die Verdiinnungsreihen enthielten: 

Erstes Réhrchen = 10 cem Urin, 
zweites Réhrchen = 10 cem Urin + 10 ccm Wasser, 
alle anderen Réhrchen = 10 ccm Wasser. 

Man pipettiert 10 ccm vcm zweiten Réhrchen in das dritte Rohr- 
chen usw. bis das zehnte Réhrchen erreicht ist. In jedes Réhrchen 
bringt man 50 mg Maltose und fiih1t wie chen beschrieben die Osazon- 
reaktion aus. Verschiedene zuckerfreie Urine zeigten tibereinstimmend 
folgendes Ergebnis: nur die ersten Réhrchen enthielten reichlich groBe, 
rosettenférmige Maltosazonkristalle, alle anderen Réhrchen, in welchen 
die Urinmenge immer weniger wurde, enthielten nur wenige rosetten- 
formige Maltosazonkristalle. In allen Réhrchen aber war stets reichlich 
die tannenzweigartige Maltosazonform neben Glucosazon nachweisbar. 
Maltosazon kristallisiert also aus Wasser vorwiegend in tannenzweig- 
artigen Formen, aus Urin aber, neben diesen auch noch in rosetten- 
férmigen. 

Mit Hilfe der oben beschriebenen Methodik wurden tiber 800 Urine 
untersucht, welche mit Nylander negativ waren und auch solche, die 
unter 1°% Glucose enthielten. Die meisten Urine stammten von 
Diabetikern, es waren aber auch eine ganze Reihe von Gesunden. In 
mehr als 50 Fallen von den iiber 800 untersuchten Urinen konnten 
bei gleichzeitiger Anwesenheit von Glucosazon einwandfrei Maltosazon- 
kristalle nachgewiesen werden. 














Chilorbestimmung auf nassem Wege in organischen Substanzen. 


Von 
B. Sjollema und J. W. Dienske. 


(Aus dem Laboratorium fiir medizinische Veterinair-Chemie der Reichs- 
universitat Utrecht.) 


(Eingegangen am 10. Dezember 1931.) 


Als wir im Jahre 1930 in einer Anzahl Grasproben Chlor zu _ be- 
stimmen hatten, fanden wir in der Literatur eine neue, von Frear aus- 
gearbeitete Methode zur Bestimmung des Saure-Basen-Gleichgewichts 
in Pflanzen angegeben!, bei der zur Bestimmung des Chlors in der 
trockenen Substanz Wasser und Mg(NQ,), hinzugesetzt und nach 
Verdampfen des Wassers erst auf 250° und nachher auf 500° erhitzt 
und schlieBlich nach Volhard titriert wird. 

Bei dieser Methode sollten Cl und § sich quantitativ in der Asche 
befinden. Wir kénnen das nicht bestitigen. Von dem dem Gras zu- 
gesetzten Chlor (in Form von KCl) haben wir nur 75%, zuriickgefunden. 
Mehrere Bestimmungen, zum Teil in Mischungen von KCl und 
chlorfreien organischen Substanzen (z. B. Starke), zum Teil auch 
unter Zusatz von Kalkmilch oder Baryt, zeigten, daB niemals 100% 
oder nahezu 100%, des Chlors zuriickgefunden werden. Auch wenn 
statt auf 500° nur auf 400° erhitzt wird, treten Chlorverluste ein. 

Wir haben, um die Verfliichtigung des Chlors zu vermeiden, 
eine Methode, bei der die organische Substanz auf nassem Wege 
hinreichend zerstért wird, ausgeaibeitet und sie fiir eine groBe Anzahl 
Grasproben, weiter auch fiir Leinmeh] und Weizen angewendet?. 

Wir stellten dazu Extiakte her. Gewéhnlich wurden 4g des 
pulverférmigen Materials mit 125cem Wasser wenigstens 5 Minuten 
gekocht, auf 200 ccm gebracht und filtriert®. 


' J. of biol. Chem. 88, 677, 1930. 

* Die Bestimmung auf nassem Wege hat, besonders wenn viele Proben 
untersucht werden miissen, den Vorteil, da8 man keine Platinschalen 
braucht. 

’ Wir haben uns davon iiberzeugt, daB das Chlor dabei vollstandig 
in Lésung geht. Aus Futtermitteln, wie Maismehl und Sojamehl, wird bei der 
Extraktion mit kaltem Wasser das Chlor ebenso quantitativ gelést. 
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125cem des Extraktes wurden einige Tropfen 10° ,ige NaOH zu- 
gesetzt bis zur deutlichen alkalischen Reaktion. Die Fliissigkeit wurde 
dann heiB (90 bis 95°C) mit einer etwa 5°,igen KMnO,-Lésung oxydiert. 
Fiir Gras sind etwa 50 bis 60 ccm nétig. Nach Abkiihlen wird der Uber- 
schuB8 des KMnO, mit 3°,igem H,O, zersetzt. Man 1laBt einige Stunden 
stehen oder erhitzt, falls die Lésung nicht ganz ungefarbt ist (durch 
kolloidales MnQO,), und saugt vom MnO, ab, wascht mit Wasser nach und 
setzt dem Filtrat 15cem 50°,ige HNO, und aus einer Biirette 10 bis 
15cem n/1l0 AgNO, zu. 

Man 148t durch Erhitzen im kochenden Wasserbad das Ag Cl zusammen- 
ballen und titriert, nachdem die Fliissigkeit abgekiihlt ist, nach Volhard. 

Wir fanden auf diese Weise von dem einer 0.4 °, igen Glucoselésung zu- 
gesetztem KCl 99,4°, zuriick, von dem zwei Grasextrakten zugesetztem 
KCl 101,6 bzw. 101,3°%. 

Die mit dieser Methode erhaltenen guten Resultate legten es 
nahe, die Methode, welche in Amerika fiir Chlorbestimmung im 
Blute ausgearbeitet wurde!, auch fiir Gras und Nahrungsmittel zu 
versuchen. 

Wir haben sie bei unseren Extrakten in folgender Weise ausgefiibrt. 

Nach Zusatz von einem Tropfen 10°,igem NaOH wurden 10 ccm 
der Extrakte (4g trockene Substanz auf 200 ccm Extrakt) in einer 
Porzellanschale zur Trockene verdampft. Der Riickstand wurde 
mit wenig Wasser (im ganzen 2 ccm) in ein weites Reagenzglas, Durch- 
messer 2,25 bis 2,4cm) quantitativ tibergefiihrt, dann wurden 1 cem 
0,15 n AgNO, (es muB ein UberschuB sein) aus einer Mikrobiirette und 
3ccm 50% ige HNO, hinzugesetzt. Das Rohr wird mit einem Uhr- 
glas bedeckt und !/, Stunde in kochendem Wasser erhitzt. Dann 
wird tropfenweise 5°%ige KMnO,-Lésung hinzugesetzt, und zwar 
langsam (besonders am Ende). Die Farbe des KMnQ, oder die braune 
Farbe des MnO, darf nicht bestehen bleiben. Es wird alsdann mit 
kaltem Wasser abgekiihlt und nach Volhard titriert. 

Wir verwenden dabei eine 0,02 n KCNS-Lésung, die genau gegen 
die 0,15 n AgNO,-Lésung eingestellt wird, und setzen so lange KCNS 
zu, bis die braune Farbe 1/, Minute bestehenbleibt. 

Von dem verwendeten Volumen der KCNS-Lésung werden 
0,02 cem abgezogen. (Diese 0,02 ccm sind nétig fiir einen deutlichen 
Farbenumsehlag.) 

Man kann als einen Nachteil dieser geiinderten Blutmethode 
betrachten, daB nur sehr wenig Substanz analysiert werden kann. 
Wenn man zur Darstellung des Extraktes nicht zu wenig Substanz 
nimmt, so bleibt die Genauigkeit groB genug. 


1 van Slyke, J. of biol. Chem. 58, 523, 1923; Wilson u. Ball, ebendaselbst 
79, 221, 1928; Eisenman, ebendaselbst 82, 411. 1929. 














78 B. Sjollema u. J. W. Dienske: 


Wir geben hier die Resultate, welche nach den drei Methoden an 
Gras erhalten wurden. 





Chlorgehalt in °/, 


Nr. 
nach Frear eigene Methode Blutmethode 

14 0,77 0,86 
68 BIT _- 0,87 0,93 
68 B IIT 1,43 1,57 1,62 
82 All - 0,78 O86 
951 0,83 0,89 
96 A III 1,20 1,39 _— 

97 1 1,65 1,83 1.85 
97 II 1,76 1,89 1,91 


In Weizen und Leinmehl fanden wir einen Chlorgehalt in Prozenten: 





Eigene Methode Blutmethode 
EE eee ae ee ee 0,028 und 0,027 0,027 und 0,027 
Weizenmehl (feine Mehl-Blume).... . 0,067 , 0,068 0,067 ., 0,067 
Weizevmehl (aus vollen Weizenkérnern) . 0,092 , 0,085 


Die Methode der Herstellung der Extrakte war fiir Weizen und 
Leinmehl, um Verkleisterung und starker Schleimbildung vorzubeugen, 
eine andere. 

Von der fein gemahlenen Substanz wurden 2g mit 100 ccm 
Wasser ohne Erhitzung 48 Stunden in einem geschlossenen MeBkolben 
gehalten und dann filtriert. Um Géarung zu verhindern, kann man 
einige Tropfen Ather hinzusetzen. Wenn die Filtration durch Papier 
Schwierigkeiten bietet, kann man durch ein Tuch filtrieren. Die Fliissig- 
keit braucht nicht ganz klar zu sein. 

Weil Nahrungsmittel, wie Weizen, nur wenig Chlor enthalten, 
miissen bei der Blutmethode mehr als 10 ccm weiter verarbeitet 
werden; wir nahmen 25 oder 50ccm Extrakt. Statt 0,15 n AgNO, 
benutzten wir 0,02 n AgNQO,, und zwar 1 cem. 

Weil man etwas mehr Wasser braucht, um die Eindampfschale 
quantitativ auszuspiilen (im ganzen benutzten wir 2,5ccm), wurden 
3,5cem 50% ige HNO, hinzugesetzt. Auch fiir die Makromethode 
mit KMnQ, benutzten wir wegen des niedrigen Cl-Gehalts des Weizens 
und Leinmehls mehr als 125 cem, und zwar 200 cem. Auch wird weniger 
AgNO, zugesetzt, und zwar 1 bis 2cem n/10. SchlieBlich wird zuriick- 
titriert mit 0,02 n KCNS (aus Mikrobiirette). 

Die fiir Blut angegebene und oben geinderte Methode eignet sich 
auch besonders gut fiir Frauenmilch, weil nur sehr wenig Milch ge- 
braucht wird. Man kann die Bestimmung entweder mit 2 ccm und 
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sogar mit nur 1 cem ausfiihren. Ein zweiter Vorteil der Methode ist, 
daB sie wenig Zeit in Anspruch nimmt. Natirlich ist sie ebensogut 
fir Kuhmilch zu verwenden; hier fallt nur der erste Vorteil weg. 

Bei 2ccm Frauenmilch setzten wir lcem 0,05n AgNQO,, auf 
Iecem jedoch Leem 0,03 n AgNQOgs, hinzu; in beiden Fallen wurden 
3cem 50°%ige HNO, benutzt. Die weitere Verarbeitung war, wie 
oben angegeben. Wir benutzten auch hier eine 0,02 n KCN S$-Lésung. 
Wir fanden 46 mg Cl pro 100 cem Frauenmilch. 

In Kuhmilch machten wir vergleichende Bestimmungen nach der 
Blutmethode und nach einer friiher von einem von uns und B. Markus! 
ausgearbeiteten Chlorbestimmung in Milch. Dabei wurde eine sehr 
gute Ubereinstimmung gefunden. Das Resultat war nach der Blut- 
methode 104 mg, nach der friiheren Methode 103 mg Cl pro 100 cem 
Milch?. 

Zusammenfassung. 

Es wird eine neue Methode zur Bestimmung von Chlor in organischen 
Substanzen angegeben, wobei im wasserigen Extrakt die organische 
Substanz in alkalischer Lésung mit Kaliumpermanganat oxydiert 
und dann das Chlor nach Volhard titriert wird. Auch wird gezeigt, 
daB die modifizierte, urspriinglich von van Slyke angegebene Methode 
zur Bestimmung von Chlor im Blut ebensogut fiir andere organische 
Substanzen, Futtermittel und dergleichen, angewendet werden kann. 

Mit der von Frear angegebenen Methode haben wir keine guten 
Ergebnisse erhalten kénnen. 


1 Sjollema u. Markus, Handelingen van het Genootschap voor melk- 
kunde 1, 13, 1923; Tijdschr. voor gelijkende geneeskunde enz. 1923. 

2 Eine einfache Methode, um den Chlorgehalt von Kuh- und Frauen- 
milch annahernd zu bestimmen, wurde in der Tijdschr. voor Geneeskunde 
75, 3547 (4. Juli 1931) von einem von uns (B. Sjollema) angegeben. 














Die Zusammensetzung des Diinndarminhaltes normaler Hunde 
nach Fettmahlzeit. 


Von 


H. Wendt. 
(Aus der Medizinischen Klinik der Universitat Breslau.) 


(Eingegangen am 10. Dezember 1931.) 


Ubereinstimmend mit der heute allgemein anerkannten Auf- 
fassung, daB der weitaus gréBte Teil des Nahrungsfettes, wahrscheinlich 
sogar das gesamte Nahrungsfett, vor der Resorption im Diinndarm 
durch die Pankreaslipase in seine Bausteine aufgespalten wird, haben 
Untersuchungen des Diinndarminhaltes nach fettreicher Mahlzeit 
ergeben, daB ein Teil des verfiitterten Neutralfettes im Diinndarm 
in gespaltenem Zustande vorliegt. Uber den prozentualen Gehalt 
des in den einzelnen Diinndarmabschnitten vorhandenen Fettes an 
gespaltenem Fett gehen aber die Ansichten auseinander. 


Harley fand eine Fettspaltung im Diinndarm von 72,22°, Fettséuren 
und 3,14°% Seifen. Andere Autoren fanden eine etwas geringere prozentuale 
Fettspaltung. So berichten unter anderen Abelmann iiber eine Fettspaltung 
beim normalen Hunde im Jejunum von 32°, und im Ileum von 57%, 
Umber und Brugsch im normalen menschlichen Duodenum unterhalb der 
Papille von 30,2°% und im unteren Ileum von 48,9°,. Levites fand am 
Jejunumfistelhund eine Fettspaltung bis zu 44°,, und am Ileumfistelhund 
eine Fettspaltung bis zu 66°. Der prozentuale Gehalt des Diinndarm- 
fettes an gespaltenem Fett erreicht also nach den genannten Autoren recht 
erhebliche Grade. Dementsprechend konnte Pincussen in Oppenheimers 
Handbuch zusammenfassend berichten: . Analysen des Darminhaltes nach 
fettreicher Nahrung haben gezeigt, daB der gréBere Teil der Fette als eine 
Mischung von Fettséuren und Seifen vorhanden ist, und zwar nimmt die 
Menge dieser Substanzen im Verhiltnis zum unveranderten Fett zu, je 
tiefer wir im Darm kommen.“ Dieser Auffassung stehen Angaben iiber 
eine sehr geringgradige prozentuale Fettspaltung des Diinndarmfettes nur 
vereinzelt gegeniiber (Munk). 

AnlaBlich gemeinsam mit Nothmann durchgefiihrter Untersuchungen 
iiber die Fettspaltung im Diinndarm pankreasloser Hunde habe ich 
wegen der sehr differenten Angaben in der Literatur iiber den prozen- 
tualen Fettsiuren- und Seifengehalt des Diinndarmfettes normaler 
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Hunde auch bei letzteren Analysen des Diinndarminhaltes nach fett- 
reicher Mahizeit ausgefiihrt. Ich bin dabei zu anderen Ergebnissen 
als den oben wiedergegebenen gelangt, die ich im folgenden kurz mit- 
teilen méchte, 


Normalen Hunden wurden niichtern 100 g Olivenél mit der Schlund- 
sonde eingefiihrt. 4 bis 7 Stunden danach wurden die Hunde durch Kopf- 
schlag getétet, der Bauch eréffnet, der Diinndarm kurz hinter dem Pylorus, 
kurz vor der Bauhinischen Klappe und etwa am Ubergang des oberen in 
das mittlere Drittel oder am Ubergang des mittleren in das untere Drittel 
abgebunden, herausgenommen und duBerlich sorgfaltig gereinigt. Die 
einzelnen Darmabschnitte wurden gesondert durch langsseitiges Auf- 
schneiden eréffnet, der Inhalt ausgestrichen, bei einigen Tieren mit einem 
Spatel ausgekratzt und zunachst auf dem Wasserbad, spater im Trocken- 
schrank bis zur vollkommenen Trockne getrocknet. Die angegebene ver- 
schiedene Technik der Gewinnung des Diinndarminhaltes hatte keinen 
EinfluB auf die Ergebnisse der Analysen. Der Trockenriickstand wurde 
im Soxhletschen Apparat erschépfend mit Ather extrahiert, der Ather- 
extrakt eingedampft, getrocknet und gewogen. Der so gewonnene Riick- 
stand wurde dann wieder mit Alkohol und Ather aufgenommen und mit 
n/10 alkoholischer Kalilauge gegen Phenolphthalein titriert. Die ermittelten 
Kubikzentimeter Kalilauge entsprachen den im Darminhalt vorhandenen 
freien Fettséuren und wurden auf Olséure umgerechnet. Der in der Papier- 
hiilse des Sorhletschen Apparates verbliebene Riickstand wurde mit Salz- 
siure angesiuert, wieder bis zur vollkommenen Trockne getrocknet, mit 
Ather im Sozhlet extrahiert und der Atherextrakt mit n/10 alkoholischer 
Kalilauge gegen Phenolphthalein titriert, machdem vorher auf Chlor- 
freiheit gepriift worden war. Die ermittelten Kubikzentimeter Kalilauge 
wurden ebenfalls auf Olsaure umgerechnet. Bei einem Teil der Tiere wurde 
auBerdem der Fettgehalt des Mageninhaltes bestimmt. 


Versuch 1. 


Hund von 12 kg Gewicht erhalt morgens niichtern 100 g Olivenol 
durch die Schlundsonde eingefiihrt. Nach 3 Stunden wird das Tier 
getétet. Im Inhalt der oberen zwei Dritte] des Diinndarms fanden sich 
44¢ Atherextrakt. Davon wurden als freie Fettsaiuren titriert 0,973 g 
(als Olsiure berechnet). Nach Ansiuerung des Riickstandes in der 
Soxhlet-Hiilse wurden im Atherextrakt hiervon titriert 0,222 g Fett- 
siuren (als Olséure beréchnet). 

Der Fettgehalt der oberen zwei Drittel des Diinndarms setzte 
sich demnach zusammen aus: 


74.14% ,,Neutralfett“, 
21,06% freien Fettsaéuren, 
4,80°, Fettsfiuren aus Seifen. 


Es waren demnach 25,86°%, des Fettgehaltes der oberen zwei Drittel 
des Diinndarms gespalten. 


Das untere Drittel des Diinndarms war praktisch fettfrei. 
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Versuch 2. 

Hund von 11,6 kg Gewicht erhalt morgens niichtern 100 g Olivendél 
durch die Schlundsonde verabfolgt. Nach 4 Stunden wird das Tier 
getétet. Im Inhalt der oberen zwei Drittel des Diinndarms fanden 
sich 2,1 g Atherextrakt. Davon wurden als freie Fettsauren titriert 
0,58 g (als Olsiiure berechnet). Nach Ansiuet ung des Riickstandes in 
der Soxhlet-Hiilse wurden im Atherextrakt hiervon titriert 0,225 g 
Fettsdiuren (als Olsaure berechnet). 

Der Fettgehalt der oberen zwei Drittel des Diinndarms setzte 
sich demnach zusammen aus: 

65,51°% ,,Neutralfett‘, 
24,99°, freien Fettsiuren, 
9.50 °% Fettséuren aus Seifen. 

Es waren demnach 34,49°, des Fettgehaltes der oberen zwei Drittel 
des Diinndarms gespalten. 

Das untere Drittel des Diinndarms war praktisch fettfrei. 

Im Magen fanden sich 42,91 g Atherextrakt. 


Versuch 3. 


Hund von 17,5 kg Gewicht erhalt morgens niichtern 100 g Olivenél 
durch die Schlundsonde verabfolgt. Nach 4 Stunden wird das Tier 
getétet. Im Inhalt des oberen Drittels des Diinndarms fanden sich 
1,9 g Atherextrakt. Davon wurden als freie Fettsauren titriert 0,341 g 
(als Olsiure berechnet). Nach Ansiéuerung des Riickstandes in der 
Soxhlet-Hiilse wurden im Atherextrakt hiervon titriert 0,0874 g Fett- 
siuren (als Olsdiure berechnet). 

Der Fettgehalt des oberen Drittels des Diinndarms setzte sich 
demnach zusammen aus: 

78,50 % ,,Neutralfett*‘, 
17,10% freien Fettsauren, 
4,40 % Fettséiuren aus Seifen. 

Es waren demnach 21,5°, des Fettgehaltes des oberen Drittels des 
Diinndarms gespalten. ; 

In den unteren zwei Drittel des Diinndarms fanden sich 1,7 g 
Atherextrakt. Davon wurden als freie Fettsaiuren titriert 0,367 g 
(als Olsiure berechnet). Nach Ansiuerung des Riickstandes in der 
Soxhlet-Hiilse wurden im Atherextrakt hiervon titriert 0,203 g Fett- 
siuren (als Olsiure berechnet). 

Der Fettgehalt der unteren zwei Drittel des Diinndarms setzte 
sich demnach zusammen aus: 


69,99°, ,,Neutralfett“‘, 
19,31 °, freien Fettséiuren, 
10,70 °% Fettséuren aus Seifen. 
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Es waren demnach 30,01° 
des Diinndarms gespalten. 
Im Magen fanden sich 48,5 g Atherextrakt. 


» des Fettgehaltes der unteren zwei Drittel 


Versuch 4. 

Hund von 12 kg Gewicht erhalt morgens niichtera 100 g Olivendél 
durch die Schlundsonde verabfolgt. Nach 5 Stunden wird das Tier 
getétet. Im Inhalt der oberen zwei Drittel des Diinndarms fanden sich 
2,09 g Atherextrakt. Davon wurden als freie Fettsauren titriert 0,524 g 
(als Olsiiure berechnet). Nach Ansaiuerung des Riickstandes in der 
Sozhlet-Hiilse wurden im Atherextrakt hiervon titriert 0,185 g Fett- 
siuren (als Olsiure berechnet). 

Der Fettgehalt der oberen zwei Drittel des Diinndarms setzte sich 
demnach zusammen aus: 

68,84°, ,,Neutralfett“, 
23,03 °% freien Fettsaéuren, 
8,13°% Fettsaéuren aus Seifen. 

Es waren demnach 31,16°%, des Fettgehaltes der oberen zwei Drittel 
des Diinndarms gespalten. 

Im Inhalt des unteren Drittels des Diinndarms fanden sich 1,4 g 
Atherextrakt. Davon wurden als freie Fettsaiuren titriert 0,297 g (als 
Olsiure berechnet). Nach Ansaiuerung des Riickstandes in der Soahlet- 
Hiilse wurden im Atherextrakt hiervon titriert 0,183 g Fettsauren 
(als Olsiure berechvet). 

Der Fettgehalt des unteren Drittels des Diinndarms setzte sich 
demnach zusammen aus: 


69,75% .,Neutralfett*, 
18,75 % freien Fettséuren, 
11,50% Fettséuren aus Seifen. 


Es waren demnach 30,25°,, des Fettgehaltes des unteren Drittels des 
Diinndarms gespalten. 

Versuch 5. 

Hund von 15,5 kg Gewicht erhalt morgens niichtern 100 g Olivenél 
mit der Schlundsonde eingefihrt. Nach 7 Stunden wird das Tier getétet. 
Im Inhalt des unteren Drittels des Diinndarms fanden sich 1,24 g 
Atherextrakt. Davon wurden als freie fettsiuren titriert 0,273 g (als 
Olsaiure berechnet). Nach Ansduerung des Riickstandes in der Soxhlet- 
Hiilse wurden im Atherextrakt hiervon titriert 0,156 g Fettsiuren (als 
Olsiure berechnet). 

Der Fettgehalt des unteren Drittels des Diinndarms setzte sich 
demnach zusammen aus: 


69.25% ,,Neutralfett“, 
19,55% freien Fettséiuren, 
11,20°%, Fettsauren aus Seifen. 
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Es waren demnach 30,75°/, des Fettgehaltes des unteren Drittels des 
Diinndarms gespalten. 

Im Magen fanden sich 36,77 g Atherextrakt. 

In den mitgeteilten Versuchen wurde also eine Fettspaltung im 
Diinndarm gefunden, die 26 bis 34% des Gesamtfettgehaltes des be- 
treffenden Diinndarmabschnittes betrigt. Lediglich im oberen Drittel 
des Diinndarms betrug die aan nur 21,5°%,. Im Magen fanden 
sich bei den Untersuchungen 4 bis 7 Stunden nach Einfiihrung der 
Fettmahlzeit 36,77 bis 48,5% der verabfolgten Fettmenge wieder, 
es hatte also bereits die Halfte. des verabfolgten Fettes oder mehr 
den Magen verlassen. Die Untersuchungen wurden also auf der Héhe 
der Resorption ausgefiihrt. 

Aus den Untersuchungen geht hervor, da® nach einer Fettmahlzeit 
nur ein relativ kleiner Teil bis zu etwa ein Drittel des Gesamtfett- 
gehaltes des Diinndarms in gespaltenem Zustande im Diinndarm vorliegt, 
daB es also zur Anhaufung gréBerer Mengen gespaltenen Fettes im 
gesunden Diinndarm nicht kommt. Die Resorption des gespaltenen 
Fettes halt demnach der Aufspaltung Schritt. Die vielfach verbreitete 
Auffassung, daB sich der Diinndarminhalt nach einer Fettmahlzeit 
vorwiegend aus gespaltenem Fett und nur zum geringeren Teil aus 
Neutralfett zusammensetzt, besteht somit nicht zu Recht. Auch nimmt 
der Prozentsatz der Fettspaltung in den tieferen Diinndarmabschnitten, 
entgegen anderen Auffassungen, kaum zu. Lediglich in den obersten 
Diinndarmabschnitten ist die prozentuale Fettspaltung etwas geringer. 
Der prozentuale Gehalt des im Diinndarm vorhandenen Fettes an 
gespaltenem Fett ist in den einzelnen Dinndarmabschnitten tiberhaupt 
ein auffallend konstanter. 
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Die girungsférdernde Wirkung von Tumorextrakt und seine 
Beziehung zum Rosenthalschen Aktivator. 


Von 
G. Bostrim. 


[Aus der Geschwulstpathologischen Abteilung, Radiumhemmet, 
Stockholm. | 


(Eingegangen am 11. Dezember 1931.) 
Mit 10 Abbildungen im Text. 


Einleitung. 


Durch eine Reihe von Untersuchungen iiber die Milchsiuregarung 
in stationirem Gewebe, besonders Rattenleber, fand Rosenthal (1), 
daB die Gewebestiicke, die nach Herausnahme aus dem Organ vor der 
Messung der anaeroben Giarung zunéchst optimaler Sauerstoffzufuhr 
durch 30 Minuten bei 37,5° ausgesetzt wurden, bei einer nachherigen 
Erstickung eine um mehrere 100°, héhere Milchsaéurebildung zeigten 
als unmittelbar ersticktes Gewebe. 


DaB es sich dabei um ein gesteigertes Garungsvermégen des Gewebes 
und nicht eventuell um eine Steigerung der Milchséurebildung durch Auf- 
treten einer leichter girbaren Zuckerart wahrend der Aerobiose handelt, 
ist nach der Untersuchung Rosenthals auBerordentlich wahrscheinlich. 
Die Erhéhung des Garungsvermégens beruht nach Rosenthal darauf, daB 
sich wahrend der Aerobiose ein Glykolyseaktivator bildet. Die Natur 
dieser supponierten Substanz ist noch vollstandig unbekannt, und Versuche, 
sie durch Extraktion zu isolieren, sind bisher nicht ausgefiihrt worden. 
In Tumoren hat man dagegen eine Substanz mit ahnlicher Einwirkung 
auf die Milchséuregérung gefunden. 

Watermann (2) war der erste, der fiir Extrakt aus Tumorgewebe eine 
garungsférdernde Wirkung feststellte. Er extrahierte fein verteiltes Tumor- 
gewebe 12 Stunden lang mit physiologischer NaCl-Lésung und erhielt 
ein Praiparat. das die Milchséuregérung bei der Ratten- und Méauseniere 
um 10 bis 50°, steigerte. Diese glykolyseaktivierende Substanz findet 
sich nach Watermann auch in stationirem Gewebe, jedoch in bedeutend 
geringerer Menge als in wachsendem. Dies schlieBt er daraus, daB Nieren- 
schnitte nach Spiilung mit physiologischer NaCl ihr Géarungsvermégen 
verlieren, wahrend die Tumorschnitte nach derselben Prozedur eine un- 
veranderte Giarungsintensitaét zeigen. Brooks und Jowett (3) kontrollierten 
Watermanns Versuche, konnten sie aber nicht bestétigen. 

Von Watermanns Versuchen ausgehend, untersuchten Kraut und 
Bumm (4) die glykolysesteigernde Wirkung von Tumorextrakt auf gespiilte 
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Nierenschnitte unter Anwendung der Methode Wurburgs und erhielten mit 
ihrem Extrakt bis 2000°.ige Steigerung der Milchsaéuregérung. In einer 
spiteren Arbeit untersuchten Kraut und Bumm (5) auch die Einwirkung 
des Tumorextraktes auf die Milchsiuregérung bei Rattenleber und fanden 
dabei, da$ die Garung bei Extraktzusatz um 100 bis 200°, steigt. 

Rosenthal (6) sowie Brooks und Jowett kontrollierten Kraut und Bumms 
Untersuchung und kamen zu ganz anderen Resultaten, Rosenthal erhielt 
mit dem Tumorextrakt eine Steigerung um héchstens 40%. Er konnte 
ferner durch Spiilung der Nierenschnitte keine Verminderung des Géarungs- 
vermégens erzielen, was Kraut und Bumm konstatieren zu kénnen meinten. 

Die bisher mitgeteilten Untersuchungen lassen, wie ersichtlich, 
die Frage der girungssteigernden Wirkung von Tumorextrakt un- 
entschieden. 

Die Problemstellung der vorliegenden Arbeit, die beabsichtigt, 
einen Beitrag zur Lésung dieser Streitfrage zu geben, ist also: 

1. Kann Extrakt aus Tumorgewebe die Milchséiuregiérung normalen 
Gewebes steigern ? 

2. Verringert sich die Garung bei normalem Gewebe nach Spiilung 
mit physiologischer NaCl ¢ 

3. Wie verhalt sich der Tumorextrakt zu Rosenthals Aktivator ? 

4. Welche Veranderung des Organstoffwechsels ruft Injektion 
von Tumorextrakt bei normalen Versuchstieren hervor ? 


I. Girungssteigernde Wirkung des Tumorextraktes. 


Die friiheren Untersucher dieser Frage, Watermann sowie Kraut 
und Bumm haben zur Messung der Milchsaurebildung sehr ungeeignete 
Methoden angewendet. 

Watermanns titrimetrische Milchsiurebestimmungsmethode ist 
sehr approximativ. Seine Versuche lassen auch in anderen Beziehungen 
viel zu wiinschen iibrig. Er bedient sich fiir die Pestimmungen fein 
verteilten Gewebebreies. Bei einem solchen Verfahren lauft man Gefahr, 
die Zellen in hohem Grade zu schidigen. Ferner betragt der Bicarbonat- 
gehalt der Suspensionsfliissigkeit kaum ein Zehntel des physiclogischen. 

Unter solchen Umstanden sind die Ziffern viel zu unsicher, um ein 
Urteil zu erméglichen. 

Kraut und Bumm geben die Glykolyse als Unterschied der Milchsaéure- 
bildung in glykosehaltigem und glykolysefreiem Medium an, was voraus- 
setzt, daB das Gewebe bei Nichtvorhandensein von Glykose keine Milch- 
siure bildet. Dies gilt jedoch nur von gewissen Geweben, z. B. Tumor, 
waihrend bei der Niere nur etwa 60 bis 70% der Milchséurebildung auf 
Kosten zugesetzter Glykose geschehen (siehe Rosenthal und Lasnitzki (7)). 
und andere Gewebe, z. B. die Leber, von Glykosezufuhr praktisch genommen 
unabhangig sind. 

In der vorliegenden Untersuchung wurde die Garung nach 
Warburgs (8) Methode an Schnitten der Rattenleber bestimmt, die 
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unmittelbar nachdem man das Versuchstier durch einen Schlag auf 
den Nacken getétet hatte, entnommen und in bicarbonatfreier Ringer- 
lésung prapariert worden war. Als Suspensionsflissigkeit diente Ringer- 
lésung nach Warburg mit 2,6 .10-* Mol/Liter NaHiCO, und 0,2°% 
Glykose sowie 0,1 com Tumorextraktlésung/cem Ringerlésung. 

Fiir die Darstellung des Tumorextraktes wurde Jensens Ratten- 
sarkom gewahlt, von welchem am Radiumhemmet seit mehreren 
Jahren ein Stamm geziichtet wird. Dieser Tumor eignet sich sehr gut 
fiir den Zweck. weil er sehr rasch wachst und ziemlich groBe Dimensionen 
erreicht, bevor er so stark nekrotisiert, daB er unverwendbar ist. Fiir 
die Extraktion wurden nur makroskopisch nichtnekrotische Teile des 
Tumors entnommen, um die in den nekrotischen Partien in reichlicher 
Menge vorkommenden Eiweifspaltungsprodukte zu vermeiden [vgl. 
Biingeler (9)]._ Die Extraktion wurde nach Kraut und Bumms Vor- 
schriiten ausgefihrt. Zur Beseitigung des EiweiBes wurde jedoch bei 
keinem der Versuche Dialyse angewendet, weil die Tonerdeadsorption 
vollstindig zufriedenstellende, proteinfreie Lésungen gibt und_be- 
deutend einfacher ist. 

Fir die Adsorption wurden in allen Versuchen 15 mg Aluminium- 
hydrat und 0,6 ccm physiologische NaCl auf je 10 mg Alkohoinieder- 
schlag zwecks Erhaltung von vergleichbaren Extraktkonzentrationen 
angewendet. 

Die Resultate von zehn Versuchben, in welchen die Spontangaérung 
in Leber von einer ernahrten, normalen Ratte mit der Milchséure- 
bildung nach Zusatz von Tumorextrakt zur Suspensionsfliissigkeit 
verglichen wurde, sind in Tabelle I zusammengestellt. Wie ersichtlich, 
betragt die durch den Extraktzusatz bewirkte Steigerung der Garung 
durchschnittlich etwa 400%, und zwar variierend zwischen 827 und 
124°. Diese groBe Variationsbreite beruht zum groBen Teil darauf, 
daB Extrakt von mehreren verschiedenen Zubereitungen fiir die Versuche 
angewendet wurde. Da verschiedene Extrakte bedeutende Verschieden- 
heiten in bezug auf den Aktivatorgehalt zeigen kénnen, ist ja ganz 
natiirlich. Manche Tumoren sind stromareicher als andere, verschiedene 
Tumoren zeigen verschieden starke Degenerationsvorginge. Ferner 
liegt Grund fiir die Annahme vor, daB die Tumorzellen in den einzelnen 
Fallen verschiedene Mengen von Aktivatorsubstanz enthalten, da ja 
Bestimmungén der Tumorglykolyse ziemlich variierende Ziffern zeigen. 

Abgesehen davon, mu8 man an die Méglichkeit denken, daB ver- 
schiedene Leberschnitte von ein und demselben Extrakt verschieden 
stark aktiviert werden mégen. Im ersten und zweiten Versuch, wo die 
Garungssteigerung nur 124 bzw. 168 °%, ausmacht, wurde ein und derselbe 
Extrakt angewendet, der von meiner ersten Extraktzubereitungstammte. 
Die Ursache fiir diese niedrigen Werte kann in einem der obenerwahnten 
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Umstande zu suchen sein. Méglich ist auch, daB diese Extraktion mit 
rein technischen Mangeln behaftet war. 


Tabelle I. 
Die Milchséurebildung der Leber nach Zusatz von Tumorextrakt. 














} Gewicht Vcd, Mebrgirung 
Nr. Datum der ————— - = 

uereenead WE Extrake abectat °/o 
1 7. X. 1980 112 2,80 6,29 3,49 124 
2 13. X. 1930 113 1,88 5,02 3,14 168 
3 8. XIT. 1930 97 2,60 12,90 10,30 395 
4 12. V. 1931 118 1,32 12,24 10,92 827 
5 13. V. 1931 110 1,89 15,10 13,21 698 
6 9. VI. 1931 120 | 2,16 11,06 8,90 414 
7 7. VII. 1931 123 2,30 11,60 9,30 405 
8 29, VIT. 1931 100 2,08 4,88 2,80 134 
9 29. IX. 1931 110 1,42 4,59 3,17 224 
10 13. X. 1931 113 1,05 6,82 5.77 550 
Mittel: 1,95 9,05 7,10 394 


In einigen Versuchen wurden Vergleiche zwischen der spontanen 
Lebergarung in glykosehaltigem und glykosefreiem Medium angestellt, 
wohei sich zeigte, daB im ersteren Falle nur unbedeutend héhere Werte 
erhalten werden. Ebenso zeigten Kontrollversuche, daB der Glykose- 
gehalt im Medium nicht von wesentlicher Bedeutung fiir die Garungs- 
steigerung bei Zusatz von Tumorextrakt ist. 

Mit Ausnahme von den obenerwaéhnten abweichenden Werten 
geht aus den Versuchen hervor, daB der Tumorextrakt das Garungs- 
vermégen von Leber ernahrter Ratten in sehr hohem Grade steigert. 

Anders verhalt es sich mit Hungerratten. 

Rosenthal und Lasnitzki haben friiher gezeigt, daB bei Verwendung 
der Leber von Ratten, die etwa 45 Stunden gehungert hatten, eine 
bedeutend geringere anaerobe Garung eintrat als bei demselben Material 
von ernahrten Ratten. ON, betragt durchschnittlich 1,24 baw. 1,94. 
Ferner bleibt die Extragarung nach Aerobiose bei den Hungertieren 
fast ganz aus. 

Von dieser Beobachtung ausgehend, habe ich in einer Anzahl 
von Versuchen die Einwirkung von Tumorextrakt auf die Milchsaure- 
garung in Leber von Hungerratten untersucht. Die Resultate sind in 
Tabelle II zusammengestellt. Samtliche Versuchstiere haben vor den 
Versuchen ungefahr 45 Stunden gehungert. Wie ersichtlich, besitzt 
der Tumorextrakt bei der Hungerrattenleber nicht dieselbe Fahigkeit, 
die anaerobe Milchsiuregarung zu aktivieren wie bei Leber ernahrter 
Ratten. Die Mehrgarung betrigt hier nur etwa 55%, namlich von 
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1,57 auf 2,44. Der Tumorextrakt steigert also die Garung der Hunger- 
rattenleber auf einen Wert, der den der spontanen, anaeroben Glykolyse 
bei Leber von ernéhrten Ratten nur unbedeutend iibertrifft (s. Abb. 1). 





Tabelle II. 
Die Milchséurebildung der Leber von Hungerratten nach Zusatz von 
Tumorextrakt. 
N, 
Gewicht Vcd, Mehrgarung 
Nr. Datum der SSNPS ae ee 
19831 Versschedere || ‘guteks | Rates || “belt | ° 
1 30. 1. 89 1,53 2,42 0,89 58,2 
2 21. III. 92 1,22 1,93 0,71 58,2 
3 12. IX. 90 2,31 2.87 0,56 24.2 
4 28. IX. 100 1,18 1,61 0,43 36,5 
5 8. X. 100 1,97 4,18 2,21 112,1 
6 24, X. 75 1,15 1,82 0,67 58,2 
7 As 90 1,66 2,25 0,09 35,6 
Mittel: 1,57 2,44 0,87 55,3 
_ Aus diesen Versuchen geht hervor, daB lille A 
zwischen Leber ernahrter Ratten und Hunger- 4 = 
ratten ein wesentlicher Unterschied in ihrem 3} 
Verhalten zur gérungssteigernden Substanz des 7 


Tumorextrakts besteht. 


6 
Als naheliegende Erklarung kann man Ss 
sich denken, daB diese Verschiedenheit durch 4 
Mangel an Garungssubstrat in der Hungerleber 3} 
hervorgerufen wird. Als solches dient ja in el Ss ao 
der Leber hauptsachlich zelleigenes Glykogen, i Gt | aft le 
das bei Hunger bekanntlich rasch verschwindet. ies ‘ Le) 
So erklarte auch Rosenthal in seinen ersten Abb. 
Arbeiten das Ausbleiben der Extragaérung bei 

Leber von Hungerratten. In spateren Publikationen ist er indes von 
dieser Avuffassung abgegangen und nimmt an, da wahrend des 
Hungerzustandes die Bildung des Aktivators auf irgendeine Weise 
gehemmt wird. 








II. Senkung der Girungsintensitat in Lebergewebe durch Spilung. 


Wie friiher (in der Einleitung) erwahnt wurde, fanden Watermann 
sowie Kraut und Brumm, daB Glykolyseversuche mit Rattenniere 
niedrigere Werte fir die Garungsintensitat gaben, wenn die Schnitte 
vor dem Versuch eine Weile in physiologischer NaCl gespilt wurden. 
Dagegen konnte Rosenthal dies bei Kontrollversuchen nicht bestatigen. 
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Ich prifte nun in fiinf Versuchen die Kinwirkung der Spiilung 
einerseits auf die Intensitaét der spontanen Milchsiuregirung im Leber- 
gewebe von ernihrten Ratten, andererseits auf das glykoseaktivierende 
Vermégen des Tumorextraktes. 

Vor jedem Versuch wurden die Schnitte 30 bis 60 Minuten lang 
bei Zimmertemperatur in physiologischer NaCl gespiilt, sodann in 
die Manometerkolben tibertragen und unmittelbar erstickt. Als Suspen- 
sionsflissigkeit diente Ringerlésung mit %,2°, Glykose. Die Resultate 
der Versuche sind in Tabelle III zusammengestellt. Aus dieser geht 
hervor, daB cine vorausgegangene Spiilung der Gewebeschnitte eine 
betrachtliche Verringerung der Girungsintensitat bewirkt. Die Senkung 
betrigt etwa 35°, des Normalwertes, von 205 bis 1,34. Dagegen 
ruft vorausgegangene Spiilung bei Zusatz von Tumorextrakt keine 
Abnahme der Glykolyse hervor. Hier betragen die Werte fiir nicht- 
gespiilte und gespiilte Schnitte 8,97 bzw. 8,79, d.h. es besteht ein 
Unterschied von 2°,, was innerhalb der Versuchsfehlergrenzen liegt 


(s. Abb. 2). 
Tabelle 111. 
Milchséurebildung der Rattenleber nach Spiilung mit physiologischer NaCl. 
Zusatz von Tumorextrakt. 











Ob, Girungshemmung Mehrgirung 
Nr Pn a mit Extrakt' ohne Extrakt mit Extrakt || ungespiilt gespiilt 
unge- ge- unge- ge- : ‘a : ; , ’ a 
spilt spiilt’ spilt) spiilt abs. Q abe. 0 abs. ab 
I 1,99 1,14 5,82 6,82) — 0,85 —428 + 1,0 + 17,4 3,83 193 5,68 499 
2 1,66 0,96 9,34 6,81 0,70 — 42.2: —-2.5 —27,1 7,68 463 5,85 | 609 
3 1,94 1,30 893 845) —0,64'- 331 -05- 54/699 360 7,15 550 
4 2,21 1,59 10,91 11,84, —0,71 — 32,1,+ 0.9 + 8,5)8,70 394 10,34 692 
5 245 1.78 9,83 10,01 0,67 |— 27.4'+0,2.+ 18,738 391 8,23 463 
Mittel: 2.05 1.34 8,97 8,79 — 0,71 — 35,5 —0,2 — 2.03 '6,92 342 7,45 563 
1;~ Ungespiiite — Gespiille Die Verringerung der Géarungsintensitat 
bitte Schnitte * ~ ‘ 
a —_ durch vorausgegangene Spilung der Schnitte 
8} beruht héchstwahrscheinlich darauf, da®B dabei 
eine girungsférdernde Substanz aus dem Gewebe 
6} ausgewaschen wird. Eine eventuelle Verringerung 
S| der Substratkonzentration spielt dabei offenbar 
mI keine nennenswerte Rolle, da ja Tumorextrakt 
SS die Girungsintensitaét in den gespilten Schnitten 
a S auf beinahe dieselbe GréBe steigern kann wie 
a in den ungespiilten. : 
Gt lGe H, ; : ’ 
G v4 In seiner letzten Arbeit sah sich Rosenthal 














genétigt anzunehmen, daB der bei der Aerobiose 


Abb. 2. 
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gebildete Aktivator in die umgebende Lésung hinaus diffundieren 
kann. Er fand namlich, ,,daB die Extragirung im allgemeinen bei 
denjenigen Gewebeportionen geringer ausfallt, die wahrend der Aero- 
biose im gréGberen Flissigkeitsvolumen suspendiert waren“. 

In Ubereinstimmung hiermit scheint mir die Annahme sehr be- 
rechtigt, daB die nach Spiilung der Leberschnitte beobachtete Ver- 
ringerung der Milchséurebildung darauf beruht daB ein Garungs- 
aktivator aus dem Gewebe extrahiert wurde. Diese Annahme besagt, 
daB sich in normalem stationiéren Gewebe ebenso wie im Tumorgewebe 
eine garungsaktivierende Substanz befindet, die mit physiologischer 
NaCl extrahiert werden kann. 

Aus den Spiilungsversuchen geht hervor, daB der Tumoraktivator 
den Leberaktivator vollstaindig ersetzen kann, wenn der letztere aus 
den Schnitten ausgewaschen worden war. Damit ist nicht bewiesen, 
daB die beiden Substanzen identisch sind. Ihre gleichartige Wirkung 
spricht jedoch stark fir Identitat. 


III. Das Verhiltnis zwischen dem Extrakt und Rosenthals Aktivator. 


Im obigen wurden mehrmals zwischen der aus Tumorgewebe 
extrahierbaren und auch in normalem Gewebe supponierten garungs- 
aktivierenden Substanz einerseits und dem Rosenthalschen Aktivator 
andererseits Vergleiche angestellt, wobei eine groBe Ahnlichkeit betreffs 
ihrer Einwirkung auf die Milchséuregairung in der Leber konsitatiert 
werden konnte. Beide steigern die Glykolyse im Lebergewebe ernahrter 
Ratten, waihrend keine von ihnen eine Einwirkung auf die Garungs- 
intensitat in Lebergewebe von Hungerratten hat. Ferner lassen sich 
beide durch eine ziemlich kurzdauernde Extraktion aus dem Gewebe 
auswaschen. 

Diese Ubereinstimmung in mehreren Punkten veranlaBte mich, 
die Wirkung der beiden Aktivatoren auch in anderen Beziehungen 
zu vergleichen. 


1. Zeitlicher Verlauf der Milchsaéurebildung, 


Die Milchsaéurebildung geht, wie Rosenthal zeigte, zu Anfang und 
Ende einer Versuchsperiode nicht mit derselben Geschwindigkeit vor 
sich, sondern es tritt im Laufe des Versuchs eine Verringerung der 
Garungsgeschwindigkeit ein. Fiir sofort erstickte Gewebeportionen ist 
dieser Abfall nur sehr unbetrachtlich. Die Extragirung nach nach- 
triglichem Ersticken hat einen ganz anderen zeitlichen Verlauf. Die 
Garung, die mit groBer Geschwindigkeit einsetzt, fallt innerhalb der 
ersten Versuchsstunde schroff ab, um dann in eine Periode mit an- 
nahernd konstanter Geschwindigkeit tiberzugehen. Nach 120 Minuten 
haben die nachtraglich und die sofortig erstickten Schnitte dieselbe 
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Garungsgeschwindigkeit (siehe Abb. 3, nach Rosenthal). Bei Zusatz 
von Tumorextrakt findet man einen vollstandig gleichartigen Verlauf, 
nur mit dem Unterschiede, daB die Garungsgeschwindigkeit bedeutend 
gréBer ist als bei der Extragarung, ferner hat die Wirkung des Aktivators 
nach 120 Minuten noch nicht aufgehért (siehe Abb. 4). Die Kurve 
stellt einen Durchschnittswert von fiinf Versuchsserien dar. Die Milch- 
siurebildung in der ersten Versuchsstunde betragt in diesen Versuchen 
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bei Zusatz von Extrakt 9,82 und ohne Extrakt 2,28. In zuckerfreiem 
Medium hat die Garung nahezu denselben Verlauf wie beim Vorhanden- 
sein von Glykose (siehe Abb. 5). 

Im ersteren Falle ist die Geschwindigkeit anfangs etwas geringer 
und sinkt dann langsamer als im letzteren. 

DaB diese Senkung nicht durch eine Abnahme der Substrat- 
konzentration verursacht ist, hat Rosenthal durch Versuche mit Zusatz 
von Fructose gezeigt, die auch als Garungssubstrat fiir Lebergewebe 
verwendbar ist. Dabei zeigt sich, daB die Fruchtzuckerkonzentration 
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nach 2 Stunden um héchstens 20%, heruntergegangen ist, waihrend 
die Gérungsgeschwindigkeit um diese Zeit ungefihr um 75% ab- 
genommen hat. Die rasche Verringerung der Géirungsgeschwindigkeit 
ist auch nicht durch Ansammlung des Endproduktes der Garung, der 
Milchsdure, hervorgerufen. Zusatz von Milchséiure zur Suspensions- 
fliissigkeit bewirkt allerdings eine Gairungshemmung, diese tritt aber 
erst bei weit starkerer Konzentration auf (siehe Abb. 6). Die Kurve 
stellt den Durchschnittswert von acht Versuchen dar. Bei Zusatz 
von 0,04°% Milchsdure betrigt die Garungsquote 1,64, entsprechend 
einer Hemmung von etwa 25%. Bei Zusatz von Tumorextrakt betragt 
die Verringerung der Géarungsgeschwindigkeit nach 1 Stunde etwa 
60°; in derselben Zeit haben sich im Medium etwa 0,04 mg, d. h. 
0,001°, Milchsiure angesammelt. Diese Senkung beruht deshalb 
wahrscheinlich darauf, daB der Aktivator bei der Garung verbraucht wird. 


2. Die Extragaérung bei Gegenwart von Tumorextrakt, 


Die starke Steigerung der Milchséuregarung nach nachtraglichem 
Ersticken erklart sich ja daraus, da der normalerweise niedrige Akti- 
vatorgehalt des Gewebes keine maximale Géarungsintensitét hervor- 
rufen kann. 

Bei Zusatz von Tumorextrakt in der gewohnlichen Konzentration 
von 0,1 cem/ccm Suspensionsflissigkeit dagegen scheint die Aktivator- 
versorgung, nach den vorausgegangenen Versuchen zu urteilen, zu- 
friedenstellend zu sein. Man sollte deshalb erwarten, daB eine voraus- 
geschickte Aerobiose nur eine sehr geringe Steigerung der ohnehin 
schon hohen Garungsintensitét geben wird, falls der Tumoraktivator 
und der Extragirungsaktivator wirklich identisch sind. Man hat 
namlich gezeigt, daB Aerobiose durch 30 und 60 Minuten denselben 
Extragirungswert geben. Der Aktivator diirfte, hiernach zu urteilen, 
nur bis zu einer gewissen Konzentration gebildet werden. Wenn die 
beiden Aktivatoren dagegen nicht identisch 


waren, kénnte man auch bei Zusatz von 2 Pm eae 
Tumorextrakt eine recht bedeutende Extra- Pe oe ee 


garung erwarten. 

Die ausgefiihrten Versuche scheinen die 2s 
erste von diesen beiden Annahmen zu _ be- 
stiitigen (siehe Tabelle IV und Abb.7). Die 
Extragarung ohne Zusatz von Extrakt belauft | Gf 
sich auf 191%, namlich von 2,34 auf 6,81. 

Bei Zusatz von Extrakt betragt die Girungs- 














zunahme nach der Aerobiose nur etwa 8°, von 10,13 auf 10,92. Die 
Steigerung der Milchséurebildung durch Zusatz von Tumoraktivator 
bleibt also nach nachtraglichem Ersticken so gut wie vollstandig aus. 
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Tabelle IV. 


Extragérung nach nachtraglichem Ersticken bei Gegenwart von Tumor- 





extrakt. 
No : 
VY ‘Oy Extragirung 
Me Sofortiges Ersticken | Nachtragliches Ersticken /, 
ohne Extrakt| mit Extrakt ohne Extrakt| mit Extrakt ohne Extrakt| mit Extrakt 

1 2.42 12,01 8,04 10,23 + 233 — 14,7 

2 1,91 11,06 6,07 12,11 + 218 + 95 

8 2,62 12.90 7,48 17,72 + 186 + 374 

4 2,80 6,29 7,05 8,81 + 152 + 40,0 

5 2,10 8,50 5,39 7,48 + 156 —11,9 

6 | 2.18 10,00 6.81 9,14 + 211 —-— 2 
Mittel: || 2.34 10,13 6,81 10,92 + 191 + 79 


3. Die Fructosegarung bei Gegenwart von Tumorextrakt. 


Trotzdem das normale Girungssubstrat bei der Leber zelleigenes 
Glykogen ist, besitzt sie doch auch die Fahigkeit, andere Zuckerarten, 
z. B. Fructose und Glycerinaldehyd, zu vergiren. Es zeigt sich sogar, 
daB die Glykolyse mit diesen Zuckerarten als Substrat bedeutend 
gréBer ist. Wahrend der Normalwert der Lebergirung unmittelbar 
iiber 2 liegt, betrigt er bei 0,2°, Fructosezusatz ungefaihr 5 bis 6 und 
ist mit Glycerinaldehyd bedeutend gréBer, etwa 10. 


Von einem gewissen Interesse ist die Einwirkung des Tumorextraktes 
auf die Gérung bei Zusatz dieser Zuckerarten. In Erwagung der Idenditat 
der beiden Aktivatoren kann man von vornherein erwarten, daB der 

, Tumorextrakt auch mit diesen Substraten eine 








16; 

- fj  bedeutende Zunahme der Géarungsintensitat 

zustandebringen wird. 

ta} 

a SY In den beiden Versuchen, die mit Fructose 
28, & \ als Garungssubstrat ausgefiihrt wurden, war 
at i SS SY dies auch der Fall (siehe Abb. 8). Die Steige- 

NS rung der Garung in Glykose-Ringerlésung bei 

' \N Zusatz von Tumorextrakt betragt 6,35; von 

a Nghe Ge| \reife| 62,7 auf 9,05. In dem fructosehaltigen Me- 























dium betraigt die Steigerung 8,62, von 6,74 
auf 15,36. Sie ist also im letzteren Falle 
bedeutend gréBer, was gut mit dem von Rosenthal beobachteten Ver- 
halten iibereinstimmt, daB die Extragarung nach Aerobiose im fructose- 
haltigen Medium betrachtlich gréBer ist als im zuckerfreien. 


Abb. 8. 
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4. Einflu8 des Fortfalles von Kaliunmund Calciumauf die Wirkung 
des Tumorextraktes. 


Wie Rosenthal gezeigt hat, ist das Vorhandensein von Kalium und 
Calcium in der Suspensionsfliissigkeit eine der Bedingungen zum 
Zustandekommen der Garungsaktivierung. Bei Fortfall von Kalium 
und Calcium wahrend der Aerobiose fallt die Extragirung nach nach- 
traglichem Ersticken viel kleiner aus. Diese Ionen sind also fiir die 
Bildung des Aktivators nétig. Dagegen spielt ihr Nichtvorhandensein 
wahrend der Anaerobiose eine bedeutend geringere Rolle. Da also 
Kalium und Calcium fiir die Bildung des Extragérungsaktivators von 
Bedeutung sind, aber nicht fiir seine Wirkung, kann man auch nicht 
erwarten, daB ihr Fehlen die gairungssteigernde Wirkung des Tumor- 
aktivators in gréBerem Grade hemmen wird. DaB dies auch nicht 
der Fall ist, zeigen die ausgefiihrten Kontrollversuche. Siehe Tabelle V. 
Die Gérung betragt in Ringerlésung und in bicarbonathaltiger Kochsalz- 
lésung bei Extraktzusatz 7,48 bzw. 7,35, entsprechend einer Hemmung 
von 1,74%, die ganzlich bedeutungslos ist. Ohne Extraktzusatz be- 
tragen die betreffenden Ziffern 2,31, 2,17 und 6,1. Auch in diesem 
Falle kann map nicht von einer wesentlichen Hemmung sprechen. 











Tabelle V. 
Einflu8 des Fortfalls von Kalium und Calcium auf die Wirkung des Tumor- 
extraktes. 
Ov, nee mit Girungshemmung 
te Datum Fw 7 Saag i: tees: it ey ; < oe 2s a aaron pee a 9 
o Extrakt | Extrakt | Na@Ex-Na) Rex-R | wape-Rpy Na-R 
1931 Na R_ Nakx Rex abs. | % | abs. | %o Rex R 
1 23.X. 2,01 | 2,35) 5,99 | 5,94 3,98 198 3,59 153 + 0,84 — 144 
2, 23.X. | 2,00 1,82 6,78 |812 4,78 239 6,30 346 — 16,40 + 99 
3 26.X. | 1,96! 1,78 7,51 | 7,82 | 5,55 | 283 | 5,94 | 334 — 3,97 10,1 
; oe 2,71 3,28 9,11 8,03 640 236 | 4,75 | 145 + 13,50 — 17,5 
Mittel: 2,17 2,31 7,35 | 7,48 5,18 238 5,15 245 — 1,74 — 6,1 


SchluBfolgerung zum III. Abschnitt. 


Die in diesem Abschnitt mitgeteilten Versuche ergeben eine auBer- 
ordentlich weitgehende Ubereinstimmung zwischen den Wirkungen 
von Rosenthals Aktivator und denen der gérungsaktivierenden Substanz 
des Tumorextraktes. 


Im obigen wurde die Identitét des Tumoraktivators mit dem 
normalerweise in kleinen Mengen in der Leber vorhandenen Aktivator 
sehr wahrscheinlich gemacht. Es mag daher bereclitigt erscheinen, 
die Vermutung auszusprechen, daB auch zwischen dem Tumoraktivator 
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und Rosenthals Extragarungsaktivator volle Identitat besteht. Ein 
Beweis fiir diese Annahme kann natiirlich nicht vorgelegt werden, 
solange die chemische Natur dieser beiden Substanzen vollstandig 
unbekannt ist. 


Auch Rosenthal (6) hat sich mit der Frage der Identitat des Leber- 
und Tumoraktivators befaBt. Er stiitzt sich in seiner Argumentation 
auf die Ubereinstimmung zwischen Tumor- und Lebergewebe betreffs 
der Fahigkeit, verschiedene Zuckerarten zu vergiren. Diese Uberein- 
stimmung besteht jedoch hauptsachlich darin, daB die beiden Gewebe 
die Fahigkeit besitzen, zugesetzte Zuckerarten zu vergiren, dagegen 
besteht ein bedeutender Unterschied betreffs der Geschwindigkeit, 
mit der die verschiedenen Zuckerarten vergoren werden kénnen. Die 
Reihenfolge ist fiir Tumor Glykose > Fructose > Glycerinaldehyd, 
und fiir Leber Glycerinaldehyd > Fructose > Glykose. Wie Versuche 
mit Tumorextrakt zeigten, liegt die Ursache dieser Verschiedenheit 
nicht bei den Aktivatoren. Der extrahierte Tumoraktivator gibt 
nimlich, zu Lebergewebe zugesetzt, bei Vergirung von Glykose und 
Fructose dieselbe Reihenfolge, wie sie bei spontaner Lebergirung 
besteht (siehe Abb. 8). Der Grund fiir den oben erwahnten Unterschied 
diirfte, hiernach zu urteilen, anderwarts zu suchen sein, eventuell in 
den Garungsenzymen selbst. 


Der biochemische Charakter des Aktivators und der Mechanismus 
seines Eingreifens in den Zellstoffwechsel ist noch in Dunkel gehiillt. 
Kraut und Bumm nennen das giarungssteigernde Prinzip im Tumor- 
extrakt Co-Ferment und stellen es mit Meyerhofs Co-Ferment fiir 
Atmung und Glykolyse zusammen. Dagegen scheint jedoch einerseits 
die Thermolabilitat des Aktivators zu sprechen (nach fiinfminutigem 
Kochen hért seine Wirkung vollstaéndig auf), andererseits auch der 
Umstand, daB8 er wahrend des Garungsprozesses verbraucht wird. 
Die anderen Eigenschaften scheinen jedoch gut mit einer solchen 
Annahme tibereinzustimmen. 


1V. Der Leberstoffwechsel nach Injektionen von Tumorextrakt. 

Von mehreren Verfassern liegen Angaben dariiber vor, daB bei 
Tieren, die mit einem Tumor behaftet sind, auch Organe, die auBerlich 
keine Zeichen dafiir bieten, daB sie vom krankhaften ProzeB ergriffen 
waren, einen Stoffwechsel aufweisen, der sich mehr oder weniger dem 
des Geschwulsttypus nahert, obgleich sie sonst zur Stoffwechselgruppe 
der stationaren Gewebe gehéren. 

Neuschloss (10) fand bei Carcinomtieren eine verringerte Atmung in 
allen untersuchten Geweben, bis auf die Milz. Dische und Laszlo (11) maBen 
die Gesamtkohlenhydratspaltung in Leber und Niere von Carcinommiausen. 
Sie fanden, daB schon 6 Tage nach der Einimpfung von Carcinom eine 
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bedeutende Steigerung der Gérung in der Leber eintritt. In der Niere 
war diese Steigerung unsicherer. Auch bei hungernden Carcinomméausen 
wurde eine ahnliche, wenngleich geringere Steigerung beobachtet. Dische 
und Laszlo sprechen die Vermutung aus, daB8 die Steigerung durch ein 
Austreten glykolysesteigernder Substanz aus dem Carcinom verursacht wird. 

Diese Annahme ist ziemlich schwach begriindet. Die Steigerung der 
Kohlenhydratspaltung kann ja, wie Rosenthal (12) andeutet, sehr gut 
darauf beruhen, da®B die Leber des Carcinomtieres durch Resynthese der 
Milchséure aus dem Tumor an leicht gérbarem Zucker reicher wird. 

Okamoto (13) fand bei Carcinomratten gesteigerte aerobe Glykolyse in 
der Milz, aber keine Anderung des Stoffwechsels in anderen Organen. 
Auch dieser Verfasser denkt an eine Zufuhr von glykolysesteigerndem 
Ferment aus dem Tumor zu den verschiedenen Organen als Erklarung fiir 
die Anderung des Umsatzes. Louros und Gaessler (14) beobachteten bei 
Carcinom eine Anderung des Gewebestoffwechsels, vor allem Herabsetzung 
des Sauerstoffverbrauches. tingeler (9) studierte den Organumsatz bei 
Mausen mit transplantierten und spontanen Tumoren. Bei ersteren konnte 
er in Fallen, wo die Geschwulst klein und nicht nekrotisch war, keine Ver- 
anderung des Stoffwechsels konstatieren. Tiere mit groBen, stark nekroti- 
schen Tumoren zeigten dagegen eine betrachtlich gesteigerte Atmung und 
eine unbedeutend erhéhte Glykolyse. Bei Tieren mit spontanem Tumor 
fand er stark herabgesetzte Gewebeatmung und gesteigerte aerobe und 
anaerobe Glykolyse. 

Die Beobachtungen der verschiedenen Verfasser widersprechen 
einander, wie man sieht, in hohem Grade, was es praktisch genommen 
unméglich macht, sich durch das Studium der einschlagigen Literatur 
eine Auffassung tiber den Organstoffwechsel von Geschwulsttieren 
zu_bilden. 

Im allgemeinen scheint man den Unterschied zwischen spontanen 
und transplantierten Tumoren nicht beachtet zu haben. Im ersteren 
Falle ist es ein Teil des eigenen K6rpers, der krankhaft verandert wird, 
im anderen handelt es sich um ein fremdes Gewebe, das dem Tiere 
eingeimpft wird. Im ersteren Falle diirfte man mit einer allgemeinen 
Geschwulstdisposition mit ihrem eventuell verdindernden Gewebe- 
stoffwechsel rechnen kénnen. Bei Tieren mit Impftumoren besteht 
dagegen kein AnlaB, eine solche Disposition anzunehmen. Man ist 
daher nicht ohne weiteres berechtigt, den Organstoffwechsel des Tumor- 
tieres der einen Art und der anderen Art miteinander zu vergleichen. 

Bei Kontrollbestimmung des Stoffwechsels der Leber von Ratten 
mit transplantiertem Tumor, Jensens Sarkom und Flexner-Joblings 
Carcinom, fand ich Werte, die in ein paar Fallen mit denjenigen des 
normalen Leberstoffwechsels iibereinstimmen, und in einigen anderen 
nur unbedeutend von diesen abweichen (siehe Tabelle VI). Die Atmung 
und die aerobe Milchséuregérung, die nur in zwei Fillen gemessen 
wurden, zeigen beide vollkommen normale GréBe. Dagegen kann man 
vielleicht von einer Steigerung der anaeroben Garung sprechen. Der 
Normalwert fiir diese liegt ungefaihr bei 2,1. Die Ziffer 2,66 fiir die 
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Tabelle VI. 
Stoffwechsel der Leber von Ratten mit nicht nekrotischen Impftumoren. 








8) Ot, Extragirung 
Nr Datum ( Oo Vcd, ai = nach Aerobiose : 
wc VO2 Vod, ‘ iii umor 
(YO, | gleich tritich 
1931 erstickt orstickt!| abs. | Jo 
1 | 25. VIII. _ -- -— 2.42 6,07 || 3,65 | 151 Jensen 
2) 30. VIL. |— 10,04 0,84 | 0,084 2,01 6,12 | 4,11 | 204 | J. Fleaner 
3 | 31. VIII. — — a 2,30 | 5,23 || 2,93 | 127 - 
4/19. X. -10,66 1,03 0,096) 3,37 444 1,07 33,1 Jensen 
& | 2.2 _ as = 2,61 549 288 111,0 i. 
6 | 22. X. - —_ jj — 8,26 4,17 0,91 27,0 | " 


Mittel: | — 10,35 0,93 | 0,090 || 2,66 | 525 2,59 | 97,3) 


Garung bei den Tumorratten entspricht also einer Zunahme der Milch- 
siurebildung von 25%. Diese Steigerung ist jedoch ziemlich un- 
bedeutend, weshalb man sie nicht allzu sehr in Betracht ziehen kann. 

Eine Bestimmung des Organstoffwechsels bei Tieren mit Spontan- 
tumor konnte leider nicht ausgefiihrt werden. 

Um zu versuchen, die Ausfuhr glykolysesteigernder Substanz aus 
dem Tumor in die verschiedenen Organe, welchen Vorgang, wie schon 
erwahnt, einige Verfasser als Ursache des verainderten Umsatzes bei 
Carcinomtieren angenommen haben, einigermaBen nachzuahmen, habe 
ich einigen Ratten Tumorextrakt subcutan injiziert und dann nach 
einer gewissen Zeit den Leberstoffwechsel gemessen. 


Methodik. 


Der Tumorextrakt wird nach den schon angegebenen Prinzipien zu- 
bereitet und dann durch ein Berkefeldt-Filter filtriert. Vier Ratten von 
jeder Serie werden subcutan je 0,5ccm dieser sterilen Lésung injiziert. 
Nach 24 bzw. 48, 72 und 96 Stunden werden diese Tiere durch Nackenschlag 
getétet, die Leber wird herausgenommen und prapariert, worauf Atmung, 

aerobe und anaerobe Glykolyse sowie 








ol Atmun, Extragarung nach Aerobiose bestimmt 
10- a IE se werden. Die Injektionen wurden sub- 
tt ———— =. * cutan vorgenommen, um eine gleich- 
ye Pa Se, maBigere und linger anhaltende Zu- 
= we ee “. fuhr von Tumorextrakt zustande- 
in al A le brirup zubringen. Die Versuche wurden an 
P aN ring Seite jungen, zwischen 60 und 85g schweren 
wt PU tatitedenine rd 
iil | Ratten ausgefiihrt. 

“ay 8 4 HO " ° ° y 
Stunden Die Resultate sind in Tabelle VII 
Abb. 9. angefiihrt und in Abb. 9 graphisch 


dargestellt. Wie ersichtlich, ist 
noch nach 24 Stunden keine Verainderung im Stoffwechsel eingetreten. 
Nach 48 Stunden laBt sich eine betrachtliche Senkung der Atmung 














Garungsférdernde Wirkung von Tumorextrakt usw. 
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und eine deutliche Erhéhung der aeroben wie auch der anaeroben 
Glykolyse und der Extragirung beobachten. Nach 96 Stunden ist 
der Stoffwechsel wieder normal. 


Aus diesem Versuch weitgehende Schliisse iiber den Einflu8B des Tumors 
auf den Organumsatz zu ziehen, wire zweifellos zu gewagt. Man kénnte 
vielleicht sagen, daB die Wirkung der Tumorextraktinjektionen einiger- 
maBen fiir die Berechtigung der Theorie von Okamoto, sowie von Dische 
und Laszlo iiber die Aktivatorausfuhr spricht. 

Nach friiheren Versuchen iiber die Einwirkung von Reizkérpern auf 
den Organstoffwechsel zu urteilen, kann man nicht annehmen, da die 
beobachtete Stoffwechselverinderung nach Tumorextraktinjektion auf 
diese Weise entstanden wire. Der Extrakt enthalt allerdings eine gewisse 
Menge von EiweiSspaltungsprodukten, die bei parenteraler Zufuhr eine 
Reaktion mit Anderung des Stoffwechsels hervorrufen, welche Einwirkung 
indes einerseits sehr kurz ist — sie spielt sich in den ersten 24 Stunden ab 
und andererseits in einer Steigerung der Atmung besteht |siehe Biingeler (15)}. 
Nach der Tumorextraktinjektion ist die Atmung dagegen nach 24 Stunden 
unverandert und nach 48 Stunden bedeutend gesenkt. Die Stoffwechsel- 
bestimmungen wurden in diesen Versuchen erst nach 24 Stunden vor- 
genommen, um die eben erwaihnte Reizkérperwirkung zu vermeiden. 

Der Leberstoffwechsel, wie er sich 48 Stunden nach der Injektion von 
Tumorextrakt erweist, entspricht vollkommen dem der sogenannten all- 
gemeinen Geschwulstdisposition, die durch Teer oder Arsenik hervor- 
gerufen wird, wie auch dem bei Teer- und Spontantumoren vorliegenden 
(siehe Abb. 10). In dieser Abbildung wurden die Umsatzwerte von Mause- 
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und Rattenlebern verglichen, was berechtigt ist, weil der normale Umsatz 
dieser beiden Organe ungefahr dieselbe GréBe hat. Bemerkenswert ist, 
da8B der Tumorextrakt schon nach einer einmaligen Dosis die charakteristische 
Verinderung des Gewebestoffwechsels hervorruft, die sonst erst nach 
chronischer Zufuhr der verschiedenen Reizstoffe auftritt. 

Uber die biologische Bedeutung dieser Umstellung des Stoffwechsels 
kann man sich bei dem gegenwiartigen Standpunkt unméglich aussprechen. 
Vorlaufige Untersuchungen iiber den Leberumsatz sensibilisierter Meer- 
schweinchen scheinen auch bei anaphylaktischen Zustanden eine ahnliche 
Stoffwechselveranderung zu ergeben. Weitere Versuche dariiber sind im 
Gange. 





